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1- Introducao

Apesar de existirem estratégias eficazes para \&emgéo do cancer de colo do
Utero, esta doenca continua sendo um grave proldenmsaide em todo o mundo. Com
valores aproximados de 500 mil casos novos poeamtodo o mundo e 230 mil 6bitos, o
cancer cervical € o segundo mais comum entre dsenasl SO perdendo, portanto, para o
cancer de mama que ocupa a primeira posicao cos3@nil novos casos/ano (INCA,

2009).

Para o ano de 2008 a estimativa do numero de nmastss de cancer do colo do
Utero para o Brasil foi de 18.680, com risco edtinde 19 casos a cada 100 mil mulheres.
O céancer do colo do utero é o mais incidente néodgorte (22/100.000). Nas regides Sul
(24/100.000), Centro-Oeste (19/100.000) e Nord€%84100.000) ocupam a segunda
posicdo e, no Sudeste (18/100.000) a quarta posiofo estimativa de 9.840 mil novos
casos para o ano de 2008, isso €, quando ndo emuid 0s tumores de pele ndo

melanoma (INCA, 2009).

Em Minas gerais, a taxa estimada para o cancercagrpara o ano de 2008, foi de
13,48 casos para cada 100 mil mulheres (INCA, 2008 entanto, esses numeros
poderiam ser menores, visto que o cancer de celonaté uma doenca que pode ser

evitada atraves da deteccao e tratamento das lpsBesoplasicas.

A etiologia da neoplasia intraepitelial cervicallQ) e do cancer de colo uterino
ainda nao esta totalmente esclarecida, porém dasdécada de sessenta, tem se
relacionado esta neoplasia com agentes infeccsasansmissdo sexual (BAUER al,

1991; MUNzO et al 1994). Inicialmente, acreditava-se que o agetidogico mais
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provavel desta associacdo fosdeampesvirugipo 2 (BOSCHet al, 1992; MUNOZet al
1993) e até ja aventou a possibilidade de qGamydia tracomatipudesse predispor ao
cancer de colo uterino. Entretanto, nas U(ltimas adigs, surgiram evidéncias
epidemiolégicas e laboratoriais de qudapilomavirus human¢HPV) seja o principal
envolvido na génese do cancer cervical e da NICBKQASHI et al, 2000).

A infeccéo pelo papilomavirus humano (HPV) é comrsida comum nas mulheres,
e portanto, o fator de risco mais importante napetiogénese do cancer cervical e de suas
lesdes precursoras, as Neoplasias Intraepiteliarsicais (NICs). O carcinoma cervical
esta caracterizado por uma fase pré-maligna bemidkefem que o diagnéstico pode ser
através dos exames citoldgico, colposcépico ouopddblogico do material cervical
(INCA, 2009). As modificacdes epiteliais cervicaass NICs, representam um espectro de
anormalidades histolégicas, variando de NIC | a (bd&arcinomain situ), carcinoma
escamoso, adenocarcinomain  situ e adenocarcinoma (SELLORS &
SANKARANARAYANAN, 2004).

Avancos na virologia tumoral tém mostrado que igdecgenital por certos tipos de
HPV tem papel relevante no desenvolvimento do céoervical. Entretanto, a infecgéo
por HPV ndo € o suficiente para produzir transf@mdoaneoplasica, e cofatores sao
requeridos para a expressao total da oncogenicidéaigos fatores de risco tém sido
associados com a presenca do HPV (PEREYRA, GUERRWI&A, 2004). O maior
deles € a presenca de doenca intraepitelial e iva/adesde que a taxa de deteccdo de
DNA-HPV se aproxima de 100% nessas lesdes. Contugogvaléncia das infec¢des por
HPV, na populacdo geral, € muito menor e deterraiqent varios fatores. Alguns fatores
aumentam o risco de infeccdo por HPV, para ne@kssociada ao HPV ou, ainda, para

ambos. Os fatores de risco mais importantes sé@ie idaunossupressao, comportamento
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sexual, contraceptivos orais e hormonios, gravitEzgismo e nutricdo (BOSCeét al
1997).

Diversas pesquisas sustentam a existéncia de Lsnaia&s0 entre a oncogénese e
a evolucdo neoplasica relacionada ao papilomaviomsano e ao sistema imunoldgico.
Porém, ainda ndo se sabe ao certo como e quaisneasnismos precisos que
desencadeiam uma resposta imune eficiente cordriesaes relacionadas ao HPV. Tais
mecanismos podem se relacionar a ativagdo do sisitmomoldgico e/ou & composicao
genética do individuo (PINTO, TULIO & CRUZ, 2002).

Inimeras evidéncias sugerem e/ou demonstram, aealienportancia do sistema
imune para o controle das NICs. Segundo Baschl (1997), o desenvolvimento e a
progresséo das lesdes cervicais demonstra umtdétiai ou geral da imunovigilancia, o
que favorece a evolucdo das NICs, porém quandaeocegressdo das lesdes cervicais,
ndo se sabe que tipo de resposta imunolégica &idaluJa foi observado, que em
individuos imunocompetentes, o periodo de evoldoe uma lesdo pré-invasivas e o
cancer é maior, quando comparado a individuos issuprimidos (NICOLAU, 2000), e
gue maioria das mulheres imunocompetentes, consedasenvolver uma resposta imune
efetiva que evita o desenvolvimento do carcinomical (PEREYRA, GUERRA &
VILLA, 2004).

Héa evidéncias de que a imunidade local é mais itapte e eficiente, que a
sistémica, para controlar a infeccdo pelo HPV eesedvolvimento das NICs. Pois,
pacientes com deficiéncia de imunidade celular sgmtam freqiiéncia aumentada para o

desenvolvimento de lesdes cervicais (PETéR4Ll, 1994; ELLERBROCKkKet al, 2000).
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1.1- Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) & Neopgasia Cervical Invasiva

As neoplasias invasivas do colo uterino sao enl gesaedidas por uma longa fase
de doenca pré-invasiva. Pela analise microscopé@ags eventos celulares ocorrem que
vao caracterizar as progressao das neoplasiasaisrestes vao desde a atipia celular e a
graus variados de displasia antes de chegar amaana invasivo. Um bom conhecimento
da fisiopatologia e alteragdes morfocelulares d&8sNpodem auxiliar nos diagnoésticos
colposcopicos, citolégicos e anatomopatolégicogmalde facilitar compreensdao dos
principios do tratamento dessas lesdes (SELLORBMKARANARAYANAN, 2004).

O conceito e a caracterizacdo das lesdes pré-mégdado colo uterino iniciou ao
fim do século XIX, quando foram observadas amostexsduais da cérvix que
apresentavam areas de alteracGes epiteliais atipachacentes as areas invasivas
(WILLIAM, 1888). A terminologia carcinoman situ (CIS) foi utilizado pela primeira vez
em 1932 por Broders, para indicar aquelas lesdesqgam as células atipicas e
indiferenciadas ocupavam a toda a espessura dédi@pem romper a membrana basal.
Posteriormente a essas observacdes, é que seoemdfiassociacdo entre o carcindma
situ e a neoplasia invasiva. E somente no final dos &¥0é que o termo displasia foi
utilizado para designar a atipias no tecido epiteltervical que se mostravam
intermediérias entre o epitélio normal e o carciaemsitu (REAGAN et al, 1953). A
displasia foi classificada em trés diferentes gralesre moderada e grave — dependendo da
espessura do epitélio que se mostra alterada. #igdas anos, as NICs também passaram
a serem referidas de acordo com os graus de ideglesdas atipias celulares (SELLORS

& SANKARANARAYANAN, 2004).

Um sistema de nomenclatura em classes foi criagartr de varios estudos de

acompanhamentos citoldgicos, colposcépicos e bgimis, de pacientes com lesdes
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cervicais, porém este se tornou cada vez maiganibit porque alguns casos de displasia
regrediam, alguns persistiam e outros progrediant§oeconseguiram verificar que essas
lesBes sdo decorrentes de varias alteracdes patsdagpntinuas no epitélio normal que faz
com que este evolua a lesdes pré-neoplasicas asdastcancer cervical. Contudo, 0s
estudos permitiram uma maior compreensao sobreaegso de evolugao das lesdes, pois,
conseguiram estabelecer uma correlacdo direta entgeau de comprometimento da
espessura do epitélio cervical com a progressao lekes. Com base nos dados
supracitados, Richart em 1986, sugeriu que o temoplasia intraepitelial cervical (NIC)
fosse utilizada para indicar uma variedade deaatiplular, porém, limitada a espessura do
epitélio. Com isso, a NIC foi dividida em grauslle Ill. A NIC | correspondia ao mesmo
grau de comprometimento da displasia leve, a Ni&ltla displasia moderada e a NIC Il
a displasia grave e carcinommesitu (MAGGI et al, 1989).

Na década de 80 algumas alteracdes celulares aldssreom freqiiéncia em cortes
histolégicos de lesBes cervicais, tal como a ciddse ou atipia coilocitica, foi associada a
infeccdo do papilomavirus humano. Coilocitos sdolae atipicas resultantes dos efeitos
citopatoldgicos dos virus HPVs sobre as céluleectaflas. Essa alteracdo é caracterizada
por um halo ou auréola perinuclear com bordas belimitadas, a presenca desta alteracdo
j& caracteriza uma infeccao por HPV, portanto,ilacitose é um efeito patognémonico do
virus nas células hospedeiras. Estas descobedpisipram na préxima década, a criagdo
de um sistema de classificacdo histologica sinsplifa em dois graus da lesdo: NIC de
baixo grau que incluia anomalias compativeis a atypia coilocitica e lesées de NIC | e
NIC de alto grau que compreendia a NIC Il e IllsBeforma, as lesdes caracterizadas de
alto grau foram consideradas como sendo as preasrda neoplasia invasiva (RICHART,
1990). No ano de 1988, o Instituto Nacional do @amos Estados Unidos realizou um

simpdsio para tentar padronizar nomenclatura paradiagndsticos de citopatologia
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cervical (Relatério do Simpdsio de NIC, 1989; SOLON, 1989; KURMAN et al,
1991). Apos trés anos, um novo encontro foi redtizae as sugestdes e as observacdes
destes dois simpdésios ficaram conhecidas como Tetogiia do Sistema de Bethesda
(TSB) (Relatério do Simpdsio de NIC, 1992).

A criacdo da Terminologia do Sistema de Bethesdab#seada em dados
citologicos, porém pode também ser usado parateaz@g;do de cortes histoldgicos, pois
agora se passou a incluir ao grau da lesédo (baixalto) o tipo de epitélio (escamoso),
entdo a partir do simpoésio de 1991, foi institu@oermo: leséo intraepitelial escamosa
(SIL), sendo esta nomenclatura dividida em duasselde acordo com o grau da lesao:
lesdes de baixo grau (LSIL) e alto grau (HSIL) (KWRN et al, 2004).

A classificacdo de TBS também inclui altera¢desociicas e NIC de baixo grau
(NIC 1) em LSIL, enquanto a HSIL compreendem NICGsvavangcada, como NIC Il e Ill.
O termo lesdo se manteve, pois as alteracdes tutogmas e morfoldégicas, néo
necessariamente indicam ou identifica um proceseplasico (KURMANet al, 1994).

Em 2001, uma nova reunidao de Bethesda foi realizadaais alteracdes foram
realizadas na TSB (SOLOMO#8I al, 2002; EVANS,et al., 2006; LEEet al, 2006). A
principal modificacdo em relacdo as células escamalteradas ocorreu com a divisdo do
termo ASCUS. A idéia era criar uma terminologiavensal das alteragbes ocorridas no
colo uterino, porém sem deixarem de incluir algumkeracfes citologicas atipicas, ou
seja, possuem alteracOes reativas (atipias) quanfdmbrar ao mesmo tempo alteracdo
encontras em LSIL. Estas células foram caracteaizaain duas novas subcategorias: a
ASC-US (atipias de células escamosas de signifigatiierminado) e a ASC- H (atipia de
células escamosas ndo podendo excluir lesédo degralt) (SHERMANEet al, 2006; LEE
et al, 2006). Segundo Souraal, (2004), as células atipicas de significado exdeinado

tem importancia clinica quando seguida entdo da ldt indicativa de suspeita de HSIL.
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Permaneceram os termos: LSIL (compreendendo displase/NIC | e alteracdes
celulares associadas ao HPV) e HSIL (displasia naoldéNIC I1l, displasia severa,

carcinoman sitNIC 1ll) (SOLOMON et al, 2002).

1. 2 - Citocinas & Perfil de Resposta Imune

Uma das descobertas mais brilhantes na imunologiaaf identificacdo de
subconjuntos de células TCDQ4r auxiliar ou T helper (Th) que diferem nas ditas que
produzem e nas suas fungles efetoras. Estes subtmmpdo atualmente constituidos de:
Thl, Th2, Th3 (atualmente T regulatério - Treg opressor) e Th17 (ZHU & PAUL, 2008)

(Figura 1).

Os subconjuntos mais bem definidos de células Torafe da linhagem auxiliar
CD4" sdo as células Thl e Th2. As células Thl podemameespostas imunes contra
patdgenos intracelulares (MOSMANN & COFFMAN, 198AUL & SEDER, 1994). Nos
seres humanos, desempenham um papel particularnm@pitante na resisténcia a
infecgcbes por micobactérias. As células Thl sddoéamresponsaveis pela inducdo de
algumas doencas auto-imunes. As principais ciéscproduzidas sdo: IFN-linfotoxina o
(LTa), IL-10 (ZHU & PAUL, 2008) e IL-2 (Figura 1), seado IFN«y a citocina de
identificacdo do perfil de células Thl. O IRNativa macrofago e IL-2 estimula o
crescimento de células T antigeno-especifico, taasih em doenca mais branda ou cura

(ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2008; ZHU & PAUL, 2008).

As células Th2 medeiam a defesa contra parasitaacejular, incluindo helmintos
(MOSMANN & COFFMAN, 1989; PAUL & SEDER, 1994; ABBASLICHTMAN &
PILLAI, 2008; ZHU & PAUL, 2008). Elas s&o importast na indugéo e persisténcia da

asma e outras doencas alérgidsscélulas Th2 produzem : IL-4, IL-5, IL-9, IL-10,-13,
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IL-25, e anfiregulina, sendo que a IL-4 e IL-5 @0 citocinas que definem o perfil de
células Th2 (ZHU & PAUL, 2008; ABBAS, LICHTMAN & RILAI, 2008) (Figura 1). A
IL-4 estimula a producdo de IgE e ambas, IL-4 elOLestimulam células B e inibem

ativacdo de macroéfago, resultando em infeccao pssgra (SIELING & MODLIN, 1994).

As citocinas produzidas por esses subconjuntos éelas T ndo somente
determinam as suas funcbes efetoras, mas tambéicigzan do desenvolvimento e
expansdo dos respectivos subconjuntos. Por exemple\-y secretado pelas células Thl
promove a diferenciacdo adicional de Thl. Contnagiate, a IL-4 produzida por células
Th2 promove a diferenciacdo de Th2, e a IL-10 tamipéoduzida pelo perfil Th2 (bem
como por outras células), inibe a ativacdo daslalThl. Assim, cada subconjunto
amplifica a si mesmo e promove regulacdo cruzadautbwonjunto reciproco. Por essa
razao, uma vez que a resposta imunoldgica se deserao longo de uma via, ela se torna
cada vez mais polarizada naquela direcdo, e aizsgdo mais extrema € vista nas
infecgBes cronicas ou na exposicdo crbnica a amfyequando a estimulagdo imune é

persistente (CHIEPER& al, 2005;ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2008).

Os subconjuntos Thl e Th2 se desenvolvem dos megracarsores, que Sao 0S
linfécitos T CD4 naives e o padrédo de diferenciacéo é determinado ponasts presentes
logo no inicio da resposta imune. O mais importasténulo de inducéo da diferenciagéo é
constituida pelas citocinas, como o IifN-a IL-12 sendo os principais indutores de células
do perfil Thl, e a IL-4, de células Th2 (TRINCHIERI SHER, 2007; ZHU & PAUL,

2008).

A descoberta das células Th1/Th2 induziu os peadaiges a abandonar o conceito
dos T supressores. Portanto, supressao era oadksulf atividade de citocinas contra-

reguladoras ou inibitorias (SHEVACH, 2000).
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No final dos anos 90, as células T supressorasurggsms como células T
reguladoras (Treg) quando vérias subpopulacdegidéas T foram identificadas com a
habilidade de inibir a proliferacdo de outras @3UNAGLER-ANDERSONet al,, 2004).

As células Treg constituem 5-10% do total popula@icde células T CO4em
camundongos e em seres humanos e estdo principalreemolvidas na repressédo de
doencgas auto-imunes (AKBARt al, 2003; WANGet al, 2004; WEI, MORRIS &
KONG, 2004; WANG, 2006; YAMAGUCHI & SAKAGUCHI, 2006ZHU & PAUL,
2008) (Figura 1). Estas células sdo constitutivdeearacterizadas pela expressdo da
proteina transmembrana CD25 que é a cadei receptor da interleucina-2 (IL-2);
CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen-£) FOXP3 (forkhead transcription factor)
(AKBAR et al, 2003; WANGet al, 2004; WEI, MORRIS & KONG, 2004; WANG,
2006; YAMAGUCHI & SAKAGUCHI, 2006; ZHU & PAUL, 2008

O FOXP3 é considerado o marcador mais especifisocdtulas Treg. E um
membro da familifiorkheadde fatores transcripcionais que esta criticamemieleido no
desenvolvimento e funcédo das células Treg COBANG et al, 2007; ZHU & PAUL,
2008). No cancer humano, a expressao do FOXP3sestio usualmente correlacionada
com um curso desfavoravel da doenca. Dessa forateezt essa expressdo possa
representar, no futuro, uma variavel prognésticependente em termos de sobrevida
geral e sobrevida livre da doengca (ZHENG & RUDENSKYO07). A importancia dos
marcadores das células Treg no carcinoma de cé&seamosas ainda nao tem sido
determinada (ZHU & PAUL, 2008).

A geracdo de células T reguladoras foi proposta paplicar o mecanismo de
autotolerancia atribuido ao timo (SAKAGUICHI, 1996)

O mecanismo de regulacdo do sistema impetas células Tregs é pouco

entendido. O®studos ndo chegaram a um simples modo de aciwidkia dos estudos
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tem concluido que Treg (LTCD@D25") suprime por um mecanismo dependente de
contato entre as células (ERMANMet al, 2001), que é independente de citocinas
(SHEVACH, 2002).

O envolvimento de uma molécula ligada a superfice Tag, tensido proposto.
Tal molécula tem sido identificada como send@WLA-4 (NISHIMURA et al, 2004;
COOLSet al, 2007), esta molécula inibi a ativacdo de céllilg®r se ligar as moléculas
co-estimulatérias como a B7.1 e B7.2 (VENEEal, 2007; ABBAS, LICHTMAN &
PILLAI, 2008).

Segundo Lima (2006), para que ocorram mecanismos respostas
imunossupressoras, € necessario que ocorra adaivdg TCR ou CD3 das células T
reguladoras. Porém, experiment@s vitro mostraram que a presenca de células
apresentadoras @datigeno néo é requerigara que ocorra supressao, masitor acredita
gue as citocinas possuem alguma importancia nessanismo.

Tregs séo capazes de produzir 10 (ANNACKER et al, 2001; ZHU & PAUL,
2008), TGFB e IL-35 (ZHU & PAUL, 2008) (Figura 1). A producédte IL-10 pelas
células T reguladoraé necesséria para supressao de certas formaslal@apoauto-
imune intestinal (SURI-PAYER & CANTOR, 2001). Outroecanismodependente de
contato celular, é a supressdo pddwor de crescimento transformagbr(TGF)
(LEVINGS et al, 2002), esta citocina induz expressédo de FOXPBJ(Z PAUL, 2008),

e a continua expresséo desse fator é importardeapaanutencdo da atividade supressora
das células Treg (WILLIAMS & RUDENSKY, 2007).

Com relacad@o envolvimento de TGB-ha imunossupressao, ha evidéncias de que

a supressade células T CD8possa induzir mecanismos de auto-imunidadeejeicdo a

tumores, e para que iSso ocorra é necessario gha ten receptor de TGFna célula T
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CD8" (GREENet al, 2003; CHENet al.,2005). Assim, a inibicdo de linfocitos T CD8
dependente de TGF{LIMA, 2006).

O TGF{3 também desempenha um papel importante na difagiw@ie manutencao
de células Treg. Tanto TEFquanto IL-2, sdo necessarios para a sobrevivéntiacoes
das Tregs, mesmo apos a diferenciacdo dessas (ZPALE., 2008).

Baixa concentracdo de TGFpode induzir a diferenciacdo em Thl7, j& a indugéo
de FOXP3 requer altas concentragfes dessa citdssan, a quantidade de TGH-bem
como a presenca ou auséncia de citocinas pro-iafaias determina o balango ou
equilibrio entre a expressdo de ROR FOXP3, e, portanto, se o perfil de respostanenu
sera TH17 ou Treg (ZHU & PAUL, 2008).

Dois trabalhos independentes mostraram que célulasadmalshumanas sao
capazes de induzir, por contatpropriedades supressoras em células T ‘CD25,
quando cultivadas vitro (SEVACH, 2002). Houve uma tolerancia as infecc@emois
que as Tregs CD€D25" comecaram a produzir TGF(JONULEIT et al, 2002) ou IL-
10 (DIECKMANN et al, 2002).

Vérios estudos demonstram que as células Treg #acitlade para suprimir
diferentes membros da resposta imune celular. E&pecente, Treg tem sido responsavel
por inibir a proliferacdo e producdo de citocinascélulas T CD4 naive ativadas, bem
como de células Thl (CHAPUTRO007; VAN der BURGet al., 2007). Outros estudos
mostram a capacidade das células Treg em inibiivacdo de células T CD&ela ndo
expressdo da molécula CD25 e pela inibicdo da gémuwa IL-2 (PICCIRILLO &
SHEVACH, 2001).

Zhou & Levitsky (2007) consideram importante o fatas Tregs CD%

contribuirem para a tolerdncia tumoral antigeneei$ica. No cancer cervical, a
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oncoproteina E6 age como um antigeno-especificam paeracédo de células Treg CD4+
(VAN DER BURGet al, 2007).

Estudos recentes identificaram um quarto subcomjdet células TCD4efetoras
diferenciadas inicialmente em camundongos. Esthdaséforam chamadas de células
Thl7, porque a citocina que elas secretam e caizEcts é a IL-17 (IL-17a e IL-17f),
além de também de secretarem IL-10, IL-21 e ILf28ura 1) (ABBAS, LICHTMAN &

PILLAI, 2008; ZHU & PAUL, 2008).

Células Thl7 mediam respostas imunes contra bastérifungos extracelulares
(WEAVER et al, 2006; ZHU & PAUL, 2008). Elas sdo responsavaisparticipam, na
inducdo de muitos Orgados especificos de doencasirauhes, reacdes inflamatorias ricas
em neutrofilos. Assim, as células do perfil Th1'dgm ser importantes mediadores de dano
tecidual em doencas inflamatérias imunomediadasU(Z& PAUL, 2008; ABBAS,

LICHTMAN & PILLAI, 2008) (figura 1).

As células Thl7 ndo produzem IRNsu IL-4, pois sua diferenciacdo a partir de
células T CD2 naivesé inibida pela presenca dessas citocinas, indicaje as células
Thl7 sédo realmente um subconjunto exclusivo entlistias células Thl, Th2 e Treg (ZHU

& PAUL, 2008).

A diferenciacdo de células T CD#aivesem Thl7, ocorre por estimulo do
antigeno na presenca de T@Huntamente com IL-1, IL-6 e outras citocinas pro-
inflamatorias como a IL-21 e IL-23 (Figura 1). Anfe do TGF8 na diferenciacdo é
desconhecida. Acredita-se que a IL-23 esta estreiite relacionada a IL-12 que induz
Thl, o que promove a sobrevivéncia e manutencdocdhgdas Thl7 diferenciadas.
Curiosamente, TGB-sozinho estimula o desenvolvimento de célulagylileeloras, assim

essa citocina € capaz de promover respostas padratiorias (Thl7) ou protetoras
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(células T reguladoras), dependendo de que outmasnas estejam presentes no ambiente
(ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2008; VOLPE et al, 2008).

Segundo Zhu & Paul (2008), os subtipos mais bemctanizados sdo: Thl, Th2 e
células T regulatérias (Treg), cuja diferenciac@pehde de fatores de transcricdo como:
T-bet, STAT- 4 e STAT-1 para Thl, GATA-3 e STAT-b@ara Th2 e FOXP3 e STAT-5

para Treg. Para as células do perfil Th17 os fatdeetranscricdo sdo: R@Re STAT-3

(Figura 1).
Bactérias Extracelulares, Patoégenos Intracelulares
Fungos e Auto-imunidade Auto-imunidade
IL-21 IFNy
IL-17a IL-2
IL-17f LTa
IL-22 (IL-10)

. G, a
(IL-10) o’ 725 \?‘“X\\’ —_—
RORyt/Stat3 T-bet/Stat4
w. GATA-3/Stat5
{
“"*/(? IL-4

TGFp IL-5
IL-35 IL-13
IL-10 IL-25
Amphiregulin
) ) IL-10
Tolerancia Imunolégica Parasitas Extracelulares
Homeostasia de Linfécitos Alergia e Asma

Regulacao de Respostas Imunes
Figura 1: Resumo dos 4 perfis de resposta imungadiers da diferenciagdo de células T
CD4" naive citocinas produzidas caracteristicas de cadal,peitbcinas que induzem a

diferenciacdo dos perfis e fatores de transcrigiticas para a determinacdo do perfil
imunoldgico (Adaptado de ZHU & PAUL, 2008).

1.3 — Perfil de Resposta Imune nas Lesbes Cervicais

Um importante componente da resposta imune inatasiste nas células

fagociticas. O recrutamento de leucdcitos polimurfdeares (PMNs) e mondcitos para o



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

14

sitio da infeccdo € mediado pela liberacdo de inisce quimiocinas do tecido infectado
(AL-SALEH et al, 1998). Zur Hausen (1986) tem descrito um sistdengobrevivéncia

intracelular nas infec¢des persistentes por HPYip&tese é que o cancer cervical resulta
de uma deficiéncia no controle celular da expresg@ogenes do HPV, e que o controle

normal € mediado por fatores liberados por macasag

Varios estudos descrevem que macrofagos estdo tadosnem infecgbes por
HPV ou NIC (AL-SALEHet al, 1998) e no carcinoma cervical (DAVIDSQNal, 1997)
e que estas células estdo presentes em ambodjoepitéstroma, sendo capazes de
fagocitar células transformadas por HPV-16 (BAN&K S, 1991). Corroborando com esta
idéia, papilomas que apresentam regressédo tém filtrado significante de macréfagos
gue coram positivamente pela imunohistoquimica gad&-o. e isto correlaciona com

apoptose das células epiteliais infectadas (HAG&{Ril., 1995).

A linhagem de células NK também foram encontradesstroma de NIC (TA¥t
al., 1987) e podem ser ativadas pelo tratamento dtwuiras para produzir células NK
ativadas por linfocinas (LAK). Células epiteliadosimortalizadas por HPV-16 e linhagens
de células de carcinoma cervical sdo relativamesistentes as células NK, mas sensiveis

a lise por células LAK (FUBERT-HARRIEt al, 1989; WUet al, 1996).

A lise de células infectadas com HPV, pelas célMlEsé deficiente em pacientes
gue tem lesdes pré-cancerosas ou cancer induzldovipas, segundo Malejczykt al
(1989). As proteinas E6 e E7 do HPV-16 inibem alidalde das células NK a produzir
IFN em ensaiosn vitro (LEE et al, 2001). Estes dados indicam que a infec¢cao pof HP

poderia ser controlada por resposta eficiente élatas NK.

Sabe-se que a grande maioria das infec¢des vira$iménada por meio de

respostas imunes mediadas por células. As célpiesentadoras de antigeno tém um
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papel importantissimo na inducdo de todas as respasiunoldgicas dependentes de
células T. Os papilomavirus humanos sao patégespsmnsaveis pelo desenvolvimento de
tumores benignos e malignos do tecido epitelish@®so e glandular. Ha estimativas de
gue aproximadamente 20% dos casos de cancer emmbsiraatejam associados a certos
tipos de virus como o: virus Epstein-Barr, virysotil da leucemia de células T,

papilomavirus humano, e o virus da hepatite B ELONT et al, 2000).

Porém, sé recentemente, as células dendriticas) (@@Gwecaram a ser relacionadas
a tumores malignos de dificil diagnostico, compmeato agressivo e resposta terapéutica
desfavoravel, que se apresentavam tanto na forniantres solidos como de leucemias

(FERRANTINI et al, 2008).

As Dcs estdo relacionadas a diversas alteracOematiereza proliferativa,
neoplasica e imunoinflamatorias. Tem sido demodstrpe as DCs ndo séo recrutadas ou
ativadas em alguns tumores humanos e que a suaofypogleria estar comprometida pelo
tumor, ou mediadores secretados pelo tumor contuitdnde suprimir a resposta imune.
Dados recentes revelam que as DCs poderiam terapel gentral na apresentacao de
antigenos tumorais e a eficiéncia deste procesderipodeterminar a eficacia da resposta
anti-tumoricida (FONG & ENGLEMAN, 2000; BALLESTRER@t al, 2008). Um
aspecto importante das DCs € a habilidade dessakmscé&m processar e apresentar
antigenos peptidicos tumor-relacionado que é a pasgria para o reconhecimento

imune de células tumorais (TIMMERMAN & LEVY 1999]IBOA, 2007).

Alguns pesquisadores conseguiram verificar em esbauma associacdo a
regressao de lesdes cervicais a melhora da respasta mediada por células. Em lesdes
de alto grau pode haver uma regressao espontaneagsia correlacionada com os
mecanismos efetores da imunidade mediada por seldia neoplasia cervical invasiva

verificaram que os linfécitos infiltrantes no tumsdio predominantemente linfocitos T
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citotoxicos, (LT CD8) (WANG et al, 2003). Mcdevitt (2000) identificaram CTLs
especificos contra oncoproteinas do HPV no sangué&fco de pacientes com cancer
cervical e neoplasias intraepiteliais cervicais.sNapersisténcia viral esta relacionada a
resposta imune do hospedeiro, especialmente na@ask resposta linfoproliferativa em
resposta a infeccdo (UN@t al, 1999), pois também foram identificadas células T
citotoxicas especificas para HPV-16, no sanguefépeo de mulheres que néo
apresentavam lesdes cervicais.

A resposta imunoldgica individual é influenciada poversos fatores enddgenos e
exégenos, dentre 0s quais 0s polimorfismos dosgemis do sistema de
histocompatibilidade, o estado nutricional, tabamgise outros (PARDO-GOVEAt al,
2005). A secrecao de citocinas na mucosa cenacabém € influenciada por esses fatores
e podem interferir na histéria natural da infecg@o HPV (GRAVITT et al, 2003;
SCOTTet al, 2006). Em uma analise multivariada, niveis elegade IFNy, IL-10 e IL-

12 foram significativamente (p<0,05) associadosaidas variaveis, incluindo a infeccéo
ativa pelaChlamidiatrachomatis relagéo sexual recente e uso de anticoncepctadl
Niveis diminuidos de IL-4 e IL-10 foram associados consumo de cigarro nas ultimas

24 horas (SCOTEt al, 2006).

Goncalves & Donadi (2004), ao avaliar a respostanegncelular em pacientes que
tinha infeccdo pelo HPV de baixo risco e lesBesicais, observaram um predominio de
citocinas do perfil Thl, sendo que essas ativaneitdliticos, contribuindo, portanto, para
a eliminacdo da infeccdo e regressédo das lesdsas Eslulas podem ser encontradas no
sangue periférico, mas a presenca, retencdo e ourdgssas, sdo observadas
preferencialmente, intra e/ou peritumoral. A péésisia ou eliminagdo da infeccdo pelo

HPV, associadas a regressao das NICs sdo ainda mowspreendidas. Entretanto, a
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relacdo entre a resposta imunoldgica elearenceda infeccdo viral ainda é pouco
explorada.

A infeccdo pelo HPV é exclusivamente intraepiteliedoricamente, o HPV s6 é
reconhecido pelas APCs profissionais do epitélicae®so, as Células de Langerhans
(LCs), as quais sdo consideradas células dendritibaepiteliais (POPPé& al 1996; DE
VILLIERS et al., 2004). Segundo Stanley, 2008, o capsideo viraleingativa as DCs,
mas ha indicios de que as LCs ndo séo ativadasesanga do capsideo do HPV. Células
de Langerhans, quando incubadas com a proteinanbétante L1-VLPs (Virus-Like
particles) do HPV 16, ndo € iniciada uma respastané epitopo-especifica contra a L1,
portanto VLP é um tolerégeno. Em contraste, as 8&E®mais, sdo ativadas pela VLP e
estimulam resposta imune por células T especifices como o0 virus permanece no
epitélio, a probabilidade de encontrar DCs estreréabaixa, e evidentemente, as chances

de uma resposta imune eficaz contra o virus sarénai

Uma caracteristica da infeccdo por HPV é a auséfeiaesposta inflamatoria.
Estudos recentes sugerem que alguns produtos gédmoHPV poderiam bloquear
diretamente a atividade dos mediadores inflamaoroproteina E6 do HPV-16 inibe a
expressao de IL-18, uma citocina proinflamatériaHQC et al, 2001) e liga-se
competitivamente ao receptor da IL-18 (LEEal, 2001). Esta mesma proteina do virus
liga-se também ao receptor do THNFe protege as células do apoptose (FILIPP@YVAL.,

2002).

Apesar da infeccdo por HPV né&o induzir prontamentesposta imune aguda, a
expressado e liberacdo de citocinas proinflamat@saecificas como IL-1, TNé&; IL-12,
IL-10 e TGFf estdo aumentadas durante o NIC Ill e o cancerocagrmvasivo (TJIONG
et al, 2001; WElet al, 2001). Em oposicdo a estes achados, célulasdeaaa cervical

e células imortalizadas por HPVh vitro possuem uma reducdo das citocinas
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proinflamatérias (WOODWOTHet al, 1993; MERRICKet al, 1996). O que demonstra
claramente que o microambiente é de fundamentabriidpcia para liberacdo destes

fatores.

Héa varios estudos onde é observado um paradigmma est perfis de resposta
imune Th1/Th2. Alguns trabalhos realizados com g@es que apresentavam lesdes
cervicais de baixo, alto grau, ou neoplasia imnasugerem que niveis diminuidos de
citocinas Thl e aumentados de Th2 estdo assoc@apagyressao da lesdo. Mas ha varios
trabalhos na literatura com resultados variadas\eaes controversos. A producéo de IL-
2 em NICs diminuiu com aumento do grau da neopléB®UKUI et al, 1996). Além
disso, desvio do padréo Thl (IL-2 e IFNpara o Th2 (IL-4 e IL-10) foi associado com a
progressdo da lesdo e consequentemente, a umrpiprostico para pacientes (CLERICI
et al, 1997; CLERIClet al, 1998 ). Entretanto, a polarizagdo em direcaoatvgm Th2
parece facilitar a progressédo tumoral, pois, hauera reducédo ou um bloqueio, por parte
das citocinas, na resposta imune celular favorecenditivando a imunidade humoral
(MOTA et al, 1999). Estudos relacionaram a regressdo dasgasrrgenitais e das
neoplasias cervicais com o padrdo Thl (IL-2, FN-TNF«a). Porém, baixos niveis de
IFN-y foram associados ao desenvolvimento do canceiiceérgom pior prognostico

(TARTOUR et al, 1998).

Rafiq et al. (2001), sugerem que a IL-10 bloqueia sintese decinas
imunoestimulatérias das células Thl, produzidasspeiondécitos e células NK ativados,
porém a diminuicdo da atividade das células NK pseledevida a reativacdo ou re-

infecgéo pelo HPV.

Leeet al. (2004) demonstraram mulheres como diagnéstico dé Bi@esentaram
diminuicdo acentuada na producéo de citocinas dd Pkl, sugerindo que também pode

ter ocorrido um comprometimento na fungéo citditias células T CD8+.
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Regressado da infeccdo por HPV esté associada aespasta imune, mediada por
citocinas do tipo Thl (GRASSEGGER al, 1997) que é caracterizada por um massivo
infiltrado de células mononucleares, regulacaotipasiie moléculas de adesao, e apoptose
de queratinécitos infectados, sugerindo que estéil e resposta imune tem um
importante papel na defesa do hospedeiro (EVANS&., 1997). Em contraste, lesdes por
HPV persistentes nédo exibem inflamagcdo e podem ndeber tolerancia. O
desenvolvimento da NIC tem sido associada a umapatiH2 de secre¢ao de citocinas e
que a proporgéo IL-12/IL-10 esté reduzida (CLER&EIal, 1997; EL-SHERIFet al,
2001) e as citocinas imunossupressivas tais comé-fT@ IL-10 estdo aumentadas

(TIIONGet al, 2001; ZITVOGEL, TESNIERE & KROEMER, 2006).

Scottet al, (1999) observaram que o padrdo de resposta td@miando tipo Thl
ocorre através da expresséo de YIL-2, e esta associado a presenca do HPV ndoteci
cervical. Al-Salelet al, (1998) demonstraram que a progressao de NIGsgdacer esta
associada a uma resposta imunoregulatéria do ty@oc®m a participacéo de IL-4 e IL-6.
Wu et al, (1996) em estudas vitro, demonstraram que o TNE-o IFNy e a IL-2 tem
um papel critico na regulacdo da susceptibilidame glieratindcitos cervicais na infeccao
pelo HPV em pacientes com NIC Il e Il

Tem sido descrito que, as respostas imunes nangeséo HPV, tem um
predominio de citocinas imunoinibitorias ou supneas, sendo que estas podem estar na
regido cervical ou na circulacdo periférica, sege a presenca dessas propicia um
ambiente favoravel para transforma¢des malignasjipedo assim a progressao das NICs

para o cancer cervical (AHMEE& al, 2002).

A presenca de les6es malignas e pré-malignas atigselar pode originar uma
infiltracdo de células do sistema imune, juntamesdm as células do préprio tecido,

iniciando uma resposta ao processo de infeccaoRia Hstes tipos celulares podem estar
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1 representados por linfécitos e mondcitos/macrofagddNGWORTH & LAIMINS,

2 2004). A resposta imunitaria no local da lesdo pede do tipo Thl, que inclui a
3 interleucina-2 (IL-2), o fator de necrose tumoiéfd §TNF-o)) e o interferon gama (IFN),

4 dotipo Th2 estao presentes as interleucinas: IL-8, IL- 6, IL-9, IL-10, IL-13 ou ambas
5 (PARDO-GOVEAet al, 2005). Segundo Pardo-Govetal, (2005), em pacientes com
6 lesBes pré-cancerosas infectadas ou ndo com HRMmipkedominio da resposta Thi.

7 Alguns dos resultados dos estudos relatados acim#ires ndo descritos, foram
8 sumarizados na tabela 1, onde fica evidente a graoachtradicdo entre os diversos

9 resultados encontrados na literatura.

Tabela 01: Citocinas relacionadas com a Neoplatiadpitelial Cervical e Infeccao pelo

HPV
HFSPOSE Citocina Acao Referéncia

mune

Th1 1Th1 Predisposicao as lesbes de alto grau Lee ef al, 2004

Thz2 LTNF Susceptibilidade a persisténcia viral Kirckpatrick ef al., 2004

Th2 TIL-10 Progressao da lesdo cervical Fermandes et al., 2004
Progresséao da leséo cervical associada .

Th1 LIFN-y 20 HPV El Sherif et al., 2001
Progresséao da leséo cervical associada

Th2 TIL-10 a0 HPV Stanczuk et a/l., 2001

TIL-2, IFN-y , TNF Regressdo de verrugas genitais
Th1 Tartour et al 1998
L IFN=y Pior prognostico CC

Th2 TIL-4, 1L10 Fior prognastico em pacientes com NIC Clerici et al. 1997

Th1 LIL-2, IFN e HPV K

Thi IL-2 Prcfiur;éo diminui com a progressao da Tsukui ef al.. 1996
lesao

Tho IL-10 Eg&{}ivagéo de infeccao latente pelo Garzetti ef al_ 1996

Fonte: Linsingen (2008).
10 A imunidade celular mediada por células T tem papetial na erradicacdo das

11 células infectadas pelo HPV. Falhas na inducdo anutencdo da resposta das células T
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podem levar a infeccdo persistente e ao desenweiion de neoplasias malignas
(STIEPCICH, 2000; ZHU & PAUL, 2008).

Ha diversos mecanismos de escape dos HPVs, ume petie ser a inducdo de
citocinas imunossupressoras como: IL-4, IL-5, ILIB;10, IL-13, principalmente no
microambiente tumoral, levando ao comprometimento alividade das células T
principalmente as citotdxicas, e a inibicdo de sgmeacdo de antigenos (PARDO-GOVEA
et al, 2005).

Segundo KIMet al, (1995), células infectadas pelos tipos de HP\alt® risco
parecem estar modificadas no cancer cervical eatdela resposta humoral e celular
efetuadas pelas citocinas IL-10, IL-2, IL-6 e ILI\F-a, TGFf, configurando um dos
mecanismos de evasdo da resposta imune mediad&lptas T. Parece que, nos estagios
precoces do desenvolvimento do carcinoma espiniaceacorre uma polarizacdo da
expressdo de citocinas do padrdo Thl ({fsNenquanto que nos estagios avancados do
tumor, com acentuada capacidade metastatica, azagio se desvia para o perfil Th-2
(IL-4 e IL-5) (AGARWAL et al, 2003). Entretanto, todos esses eventos celukares
humorais da resposta imune ao virus sdo muito pestalados, necessitando ainda, de
uma investigagcao mais detalhada.

Ha diminuicdo na expressdo das moléculas de HLAlalkse | e diminuicdo da
expressao das cadeias dos receptores de célulBBRS), que prejudicam o processo de
apresentacdo de antigenos das células hospedeiraséldlas T e diminuem o
reconhecimento imunolégico dos linfocitos T citdb@s do hospedeiro as células
infectadas pelo HPV. Ocorre também aumento da ssfoedas moléculas de HLA de
classe 1l, com provavel ativacio de linfocitos pressores CD4CD25, que inibem os

linfocitos T citotdéxicos (PARDO-GOVEAt al, 2005).
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Recentemente, verificou-se que em varios tipos @eceares € gerado um
microambiente tumoral por causa da repressdo oprassao de diferentes genes como:
Fas, Fas ligante, citocinas e quimiocinas, imptesama resposta imune e de células
tumorais. Citocinas imunossupressoras também s#updas no local do tumor, o que
favorece a progressao do processo neoplasico (GINN&t al, 1998).

Considerando que algumas citocinas possuem efeitduncdo pleiotropica, &
dificil determinar a participacdo de uma citocima jarticular na progressdo do cancer.
Isso se deve a relagdo com outras citocinas, fat@erescimento e hormonios, que atuam

simultaneamente no local do tumor, assim comouwEtos (NASHet al, 1999).

Existem dois mecanismos que podem explicar a pmt@o das citocinas no
desenvolvimento de cancer. 1) E possivel que asimits favorecam o desenvolvimento
tumoral ao interagir com fatores de proliferagcdondtal, induzir a atividade de
angiogénese tumoral, e promover a metastase, pelerdo da adesdo celular. 2) As
citocinas como mediadores da resposta imune podidyin & expressao de moléculas e
receptores, tanto das células da resposta imun® cta® células tumorais, que estao
envolvidos na identificacdo e destruicdo de céltuasorais (tais como desregulacédo das
moléculas de MHC Classe | e Il moléculas co-esthhotas e a desregulacdo da cadeia
zeta do complexo TCR/CD3) (MATSUDAt al, 1994; REICHERTet al, 1998;
TAYLOR et al,2003).

Sabe-se, portanto, que algumas citocinas podem &a favorecer o
desenvolvimento das Neoplasias Intraepitelial @aisi induzidas (NICs) por HPV,
através da modulag¢do da imunidade do hospedeipremipitacdo da inflamacgéo cronica,
contudo, a importancia do estudo é justificada peiséncia de elucidacdo do papel da
resposta imunoldgica nas lesfes causadas pelo HEWNas possiveis alteragbes na

resposta imune a esta neoplasia (NICs).
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2- Objetivos

2.1 — Objetivos Gerais:

Os objetivos gerais desse trabalho foram:

1- Tracar o perfil imunolégico de pacientes com NIC diferentes graus (LSIL e
HSIL) e Carcinoma Invasivo, através da expressdcaitiacinas IFNy, TNF-a,
IL-2, IL-12, IL-4, IL-10, TGF1, TGF{$2 e TGFB3, utilizando a técnica da
RT-PCR;

2- Comparar o perfil de resposta imune local, dasgpées com NIC/Invasivo com

0S pacientes controles;

2.2 — Objetivos Especificos:

Os objetivos especificos desse trabalho foram:

1- Analisar as citocinas expressas nos diferentessgtadesdes: Leséo Intraepitelial
Escamosa de Baixo Grau (LSIL) que relaciona coracgdo por HPV e NIC |,
Leséo Intraepitelial Escamosa de Alto Grau (HSIug gelaciona com NIC Il e
NIC Il e no Carcinoma Invasivo;

2- Determinar as citocinas expressas nas amostra®lesnt

3- Comparar as citocinas expressas das amostras NEsifos com as amostras
controles;

4- Agrupar as citocinas estudadas em perfis de rempostunes: Thl, Th2 e T
regulatério (Treg) e correlaciona-las com aquelgwassas nas amostras NICs /

Invasivos e controles;
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5- Determinar o perfil de resposta imune no localadipdas bidpsias coletadas e

consequentemente com a expressao de citocinas local
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3 - Pacientes & Métodos

3.1 — Casuistica

O estudo foi realizado em grupos de mulheres quesaptaram neoplasia
intraepitelial cervical (NIC) induzida ou ndo paiPV, mas ndo possuindo outras co-
infeccdes, atendidas no servigo de Ginecologia gtédicia da Universidade Federal do
Tridngulo Mineiro, sob a responsabilidade do Iostitde Pesquisa em Oncologia -
IPON/Disciplina de Ginecologia e Ostetricia - DGO

Foram coletados fragmentos de biépsias do coldnotegle cento e seis pacientes
gue apresentavam algum tipo de leséo intraepitediadical: NIC | (LSIL), NICIl e NIC
[Il (HSIL) ou Carcinoma e/ou Adenocarcinoma invasfinvasivo). O grupo controle foi
composto por 20 (100%) mulheres sem infeccdo peRV/NICs, submetidas a
histerectomia por diagndéstico de leiomioma, sendibodogia oncoldgica (papanicolaou) e
colposcopia normais.

As pacientes inclusas no estudo foram todas vofast& informadas sobre o
propdsito da pesquisa e somente foram admitidaslagjgque concordaram e assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido (Anexaldvidamente aprovado pelo comité
de ética da Universidade Federal do Triangulo NMineDs critérios para inclusdo das
pacientes no estudo foram:

a) Paciente imunocompetente;

b) Auséncia de sangramento durante o exame;

c) Nao utilizagdo de antibidticos orais, fungicidasaremes vaginais durante os 30
dias anteriores;

d) Nenhuma atividade sexual por pelo menos dois dissado dia da coleta das
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amostras;

e) Nenhuma histéria prévia de tratamento para HPV.

3.2- Métodos Clinicos

Inicialmente, foram anotadas informag8es sobreedhdbitos e condicdes de vida
(tabagismo, idade de sexarca, idade da primeitagfes paridade, nUmero de parceiros),

meétodos contraceptivos usados e histéria de dosegaslmente transmissiveis.

3.3 - Coleta do Material

A biépsia foi realizada com pinga de Gaylor-Medioanente na presenca de zona
transformacgao anormal pela colposcopia e inclusd @mL de Trizol (Invitrogeh life
Technologies, Carlsbad, Califérnia, USA), armazenanh freezer a - 20°C para posterior

extracdo do RNA, DNA e proteinas, conforme protoctd fabricante de Trizol.

3.4- Extracao de RNA

As amostras inclusas em Trizol foram submetidasn&acéo por aproximadamente 30
minutos por 50 Watts em temperatura ambiente patacamposicdo da arquitetura da
peca. Apds este processo, o Tridas amostras sonicadfas todo aspirado e transferido
para um novo eppendorf estéril, ficando somentareea peca que ndo se decompés no
tubo anterior.

Neste novo tubo, foi realizada a separacdo dass fasécionando 20QuL de

cloroférmio para cada 1,0 mL de Trigoicialmente adicionado a amostra, com posterior
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agitacdo em vortex por 15 segundos, incubacdo petatura ambiente por 3 minutos e
centrifugacdo a 12.000 x g por 15 minutos a 4°@sApentrifugacéo, a mistura se separa
em 3 fases: fase incolor aquosa onde se enconRAA (por¢cdo superior), uma fase
intermediaria onde encontramos as proteinas e dage chamada de vermelho-fenol-
cloroférmio, onde se encontra o DNA. A fase aguosantao transferida para outro tubo,
para inicialmente ser feita a extracdo do RNA, ewtsas fases foram armazenadas para

posterior extracdo de DNA e proteina.

3.5- Obtencdo do RNA

No tubo com fase aquosa foi adicionado30de alcool isopropilico e incubado
por 10 minutos a temperatura ambiente seguida qei&rifugacéo a 12.000 x g por 15
minutos a 4°C. O RNA entéao foi precipitado no fumidotubo.

A fase aquosa foi desprezada e o RNA foi lavades digzes com 1,0 mL de
Etanol 75%, com posterior homogeneizacéo e cegagf@o a 7.500 x g por 5 minutos a
4°C, a cada lavagem. O sobrenadante foi despredad@ndo secar o RNA do tubo em
geladeira por aproximadamente 12 horas.

ApGs a secagem completa do RNA, este foi diluidolémL de agua milli Q

DEPC para posterior realizagdo da RT-PCR como itleswr item 3.6.

3.6- Transcricdo Reversa de RNA para cDNA

O RNA extraido das amostras foi submetido a sintles®NA complementar

(cDNA), que consiste na transformacao da fita sasple RNA para fita dupla de cDNA,
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técnica conhecida por RT-PCR (Reverse Transcriptag®lymerase Chain Reaction)
utiizando reagentes da Invitrogen life Technolsgiecomo deoxiribonucleotideos
trifosfatados (ANTP = dATP, dGTP, dCTP e dTTt)mer oligo dt (rimersformados por
12-18 residuos de deoxitimidina, especificamentsenleados para sintese de longos
cDNAs a partir de mRNAs com cauda poli-A. @#mersse anelam na juncdo da cauda
poli-A da fita de mRNA eliminando assim a trans&oigla regido poli-A, propiciando uma
sintese do cDNA mais eficaz), DTT (1, 4-Dithiothodi tamp&o 5x e enzima Superscript.
O RNA seco em geladeira, inicialmente foi re-sugjpimem 11ul de 4gua milli
Q tratada com dietilpirocarbonato (DEPC). Posteremte, foi preparada uma mistura de
substancias (mix) para a realizacao da transcrg@rsa também chamada de RT-PCR. O

volume final de cada foi de 18, sendo que esta solucdo foi composta por:

Primer Oligo dt -----------------=----—- ul
RNA------m oo 11l
ANTP----m oo 1uL

As amostras foram levadas para o termociclador panarimeiro ciclo da
transcricdo reversa. Este ciclo foi composto poa @tapa de desnaturagéo a 65°C por 5
minutos, seguida de uma etapa de resfriamentoG dd@°tempo indeterminado. Apos este
procedimento, foi adicionada a cada amosgilade outro mix contendo:

Tampéo Kit 5x-------------- 4L
DTT 0,1 M--mmmmmemeeme 1L
Enzima Superscript Hrt---uL

Agua DEPC------nmrrmmeme-- 1L

Sendo, portanto, agora o volume final de ([#Q A enzima responsavel pela
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transformacdo do RNA em c-DNA (transcricdo revefsa)a Superscript IR First-
Standart System Synthesis for RT-PCR — Invitragjen

As amostras foram submetidas a novas etapas dbag@o no termociclador
sendo essas: 5 minutos a 25°C, seguida de inculpa¢d® minutos a 50°C. A reacéo foi
inativada a 70°C por 15 minutos.

ApGs o término da RT-PCR, foram pipetadqgd 5de cada amostra para um novo
tubo eppendorf e adicionado a essasi198e agua DEPC, sendo que estas ficaram numa
diluicdo de 1: 100. Essas amostras foram quarddiseem espectrofotdbmetro especifico
para quantificacdo de RNA/cDNA, DNA e proteinaspasteriormente descartadas. A
leitura das amostras foi realizada a uma absordahei320 nm e fator 50. Para cada
amostra, foram anotada durante a quantificacd@naentracdo do cDNA emg/mL, a
concentracdo de proteina em mg/mL e a absorbanciane Para cada amostra, foram
feitos os célculos necessarios para a diluicdcdoudessas com o objetivo de deixa-las em

uma concentracao final deugy/pL.

3.7- Protocolo da RT-PCR para as Citocinas

Osprimerse as reagdes de PCR foram feitos seguindo o lotale Tripathy,
Chauhan & Nityanand (2004), descritos no quadmoiem as temperaturas de anelamento
assim como 0s mixs para cgal@mers as etapas e numero de ciclos para a realizagdo da
PCRs foram otimizadas por prévias padroniza¢ddizadas no Instituto de Pesquisa em
Oncologia (IPON) da Universidade Federal do Tridmduineiro (UFTM).

De modo geral, o cDNA foi adicionado a uma solucaotendo os seguintes
componentes para amplificacdo: Tampédo 10x, dNTPCIpMgTag DNA polimerase,

Primer F 10 uM, Primer R 10 uM e &agua de injecdo. Porém, as concentragbes dos
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reagentes: dNTP, Mgg&l Taq e primers de cada citocina variaram de accalo a
padronizacao otimizada de cada primer (Anexos 2).

Para a realizagdo da PCR com os primerg-@etina, IFNy, TNF-, I1L-2, IL-12,
IL-10 e IL-4 foi utilizado 1iL de cDNA de cada amostra, e para os primers de-fIGF
TGF$2 e TGFB3, foram utilizados 2L de cDNA de cada amostra, sendo, portanto, a

concentragao final das amostras no mix devid@ 200ng, respectivamente (Anexos 2).

Quadro 1: Caracteristicas dos indicadores sintkizgara a amplificacdo de fragmentos
especificos de c-DNA apés padronizagéo

Tamanho da
o . Temperatura
Citocina Sequéncias produto
de Anelamentd -~
amplificado
F): ACC AAC TAT TGC TTC AGC TC
TGF-B1 ® 55°C 198 pb
(R): TTATGC TGG TTG TAC AGG
F): CTGTCC CTGCTG CACTTT TC
TGF-p2 " 60,4°C 227 pb
(R): TCT TCC GCC GGT TGG TCT GTT
F): CCTTTC AGC CCA ATG GAG A
TGF-B3 ® 61,2°C 241 pb
(R): ACACAG CAG TTC TCC TCC AA
F): TCTGCATCG TTT TGG GTT CT(
IFN-y ") 55°C 321 pb
(R): TCAGCT TTT CGA AGT CAT CTC
F): CCTCTG TTC TTC CTG CTA GC
IL-4 ") 56°C 300 pb
(R): GCC GTT TCA GGA ATC GGA TCA
F): ACAGCTCACCACTGCTCTG
IL-10 " 58°C 327 pb
(R): AGT TCACATGCG CCTTGA TG
- F): CAC TCTTCC AGC CTT CCT TCt
p-actina ® 64°C 311 pb
(R): CGG ACTCGT CATACTCCTGCTT
F): GAG TGA CAA GCC TGT AGC CCATGT TGT AG
TNF-a ( ) 73°C 444 pb
(R): GCA ATG ATC CCAAAG TAGACCTGC CCAGACT
F): ATG TAC AGG ATG CAACTC CTG TCT
IL-2 " 66°C 457 pb
(R): GTC AGT GTT GAG ATGATGCTTTGAC
F): AGT GTC AAA AGC AGC AGA GC(
IL-12 " 66°C 363 pb
(R): AAC GCA GAATGTCAG GGA G
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3.8— Ciclos de Amplificacdo das RT-PCRs para Citocinas

Para o cDNA a reacéo foi iniciada com uma desngdiora 94°C por 5 minutos,
seguido de 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C psedOndos, anelamento dpsmers
sense e anti-sensetemperatura especifica para cada primers constrano quadro 1 por
40 segundos e a extensdo a 72°C por 45 segundasde de uma etapa final de extenséao

a 72°C por 10 minutos e resfriamento a 16°C popoeimdeterminado.

3.9 - Deteccgao dos Produtos Amplificados

ApGs a reacdo de PCR, os produtos da amplificamé@o tdo cDNA quanto do
DNA, foram submetidos a eletroforese em gel deapdlamida a 10% e corados com
nitrato de prata a 2%. Utilizamos em cada gel udlr§m de peso molecular de 50 pb,
como controle positivo, o Trackif 1kb DNA ladder da Invitrogéh

Cada amostra a ser aplicada no gel foi homogereizath o auxilio de uma
micropipeta e 10,QL da amostra de cDNA amplificado foi misturada @4, de tampéao
da amostra. Esta mistura foi realizada com cada dasaamostras submetidas a PCR e
foram aplicadas uma em cada orificio do gel deapalamida 10%. O gel foi submetido a
uma corrente de 90 volts por 2 horas.

Posteriormente a corrida eletroforética, o get@ocado em solucéo fixadora por
20 minutos, esta solucao foi desprezada e em segudidionada ao gel uma solucdo de
nitrato de prata por 20 minutos sob agitacdo meaaseguido de uma lavagem rapida em
agua milli-Q e incubacdo em solugcdo reveladora ganoximadamente 20 minutos,
retornando o gel para a solugéo fixadora. Apovelagdo dos géis, foi realizada a analise

da presenca das bandas de amplificacdo nos mesmos.
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4 - Andlise Estatistica

Para analise estatistica foi elaborado um bandades eletrénico. As varidveis foram
analisadas através do programa Graph Pad Prisndiovet®. As proporgdes foram
comparadas através do teste do Qui-quadrado. Aered@as foram consideradas
estatisticamente significantes quando a probakidéidde rejeicdo da hipotese de nulidade

foi menor ou igual a 5% (8505).
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5- Resultados

5.1 - Amostras Coletadas

Em nosso estudo, foram colhidas biopsias de 10@mas atendidas no Servico
de Ginecologia e Obstreticia, sob a responsabitidakmstituto de Pesquisa em Oncologia
- IPON/Disciplina de Ginecologia e Ostetricia — DGI0 Ambulatério Maria da Gléria da
UFTM, sendo que essas tinham diagndstico de Ldsbegpitelial Escamosa de Baixo
(LSIL), ou Alto Grau (HSIL), ou Carcinoma ou Ade@ocinoma invasivo (Anexos 3). O
grupo controle foi composto de 20 pacientes comltaa$os de citologia oncética normal,
gue foram submetidas a histerectomia por leiomifragela 1) (Anexos 3).

As 126 amostras coletadas foram divididas em 4 gpuf@abela 2) apos a
confirmacédo por estudo anatomopatolégico:

1) Grupo LSIL (NIC I - Intraepitelial Escamosa de Bai&@rau) = 28 amostras;

2) Grupo HSIL ((NIC 1l ou Ill - Lesao Intraepitelial d€amosa de Alto Grau) = 53
amostras;

3) Grupo Invasivos (Carcinoma e Adenocarcinoma inggsiv25 amostras;

4) Grupo Controle (Normal) = 20 amostras.

Tabela 1: Distribuicdo das pacientes com lesdo grupo controle atendidas na
Ginecologia do Ambulatério Maria da Gléria - UFTM.

Grupo n (%)
LSIL/ HSIL / Invasivos 106 (100)
Controle 20 (100)
Total 126 (100)
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Tabela 2: Distribuicdo das amostras coletadas @srdiferentes grupos de lesdes cervicais.

Amostras N Total %
LSIL 28/106 26,42 %
HSIL 53/106 50%

INVASIVOS 25/106 23,58%

TOTAL 106/106 100%

As pacientes do grupo controle tinham idades e3fira 60 anos, com media e
desvio padréo de 48,6 A89 anos, (Intervalo de confianca de 95 % vadaswtre 44,91
anos e 52,29 anos) (Tabela 3), sendo a faixa eté@ig freqlente entre 41 a 50 anos, com
10/20 (50%) pacientes (Tabela 3).
No grupo de pacientes com leséo intraepitelialicalva idade variou entre 16 e
78 anos, com media e desvio padrdo de 35,28,31 anos (Intervalo de confianca de 95%
variando entre 32,50 anos e 37,90 anos) (Tabeld\Nd)tabela 4 pode-se observar a
distribuicdo das pacientes com lesbes em faixamgtdendo que as faixas etarias de 16 a
26 anos e 27 a 37 anos, apresentaram um maior aldaguacientes, 31/106 (29,25%) e
29/106 (27,36%), respectivamente.
A tabela 5 mostra a distribuicdo da faixa etari plcientes do grupo LSIL, sendo
a faixa etaria mais freqliente entre: 27 a 37 a8y 32,14%) com média 31,33 anos
desvio padréo de 2,0 anos, e 38 a 48 anos (8/28; 28,57%) com neédesvio padrao de
41,5 anos 8,82 anos.
O grupo das pacientes com diagnésticos de HSIL éambpresentaram maior
freqUéncia na faixa etaria de 27 a 37 anos (2B9%52%) com média e desvio padrdo de
31,81 +2,50 anos, respectivamente (Tabela 6), jA& o gug® pacientes com lesdes

invasivas do colo uterino, tiveram uma maior frei#& na faixa etaria de 38 a 48 anos
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(7/25; 28%) com média e desvio padrao de 42,0 ar¥)85 anos, respectivamente (Tabela

7).

Tabela 3: Distribuicdo da faixa etaria das pacgerde grupo controle atendidas no

ambulatério de Ginecologia e Obstetricia Maria dtai& - UFTM.
Faixa Etéria (anos) N (%) X +DP (anos)
30 - 40 5/20 (25) 39,2 41,95
41 - 50 10/20 (50) 47,7 8,16
51-60 5/20 (25) 56,8 2,95
Total 20/20 (100) 48,6 #,89

Tabela 4: Distribuicdo da Faixa etaria das paciememn lesdo intraepitelial cervical
atendidas no ambulatério de Ginecologia e Obsiadtlaria da Gloria - UFTM.

Faixa Etaria (anos) N (%) X +DP (anos)
16 — 26 31/106 (29,25) 21,87 +3,54
27 - 37 29/106 (27,36) 31,76 +2,61
3848 21/106 (19,81) 43,62 +2,99
49 - 59 10/106 (9,43) 52,1 43,54
60 - 70 3/106 (2,83) 64 +4,00
71-80 2/106 (1,89) 75,5 +3,54

TOTAL 106/106 (100) 35,20 +13,31
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Tabela 5: Distribui¢cdo da frequéncia da faixa atad grupos das pacientes com LSIL.

Faixa Etaria (anos) LSIL N (%) X + DP (anos)
16 — 26 7128 (25) 18,71 2,06
27 - 37 9/28 (32,14) 31,33 2,00
3848 8/28 (28,57) 41,5 8,82
49 - 59 2/28 (7,14) 49,5 9,71
60 - 70 1/28 (3,57) 68 0
71 - 80 1/28 (3,57) 730
TOTAL 28/28 (100) 32,43 43,28

Tabela 6: Distribuicdo da frequéncia da faixa atad grupos das pacientes com HSIL.

Faixa Etaria (anos)

HSIL N (%) X + DP (anos)
16 — 26 15/53 (28,30) 22,67 3,22
27 - 37 21/53 (39,62) 31,81 2,50
38 -48 11/53 (20,75) 42,63 8,36
49 - 59 4/53 (7,55) 53 4,24
60 - 70 1/53 (1,89) 64 ©

71 - 80 1/53 (1,89) 78 ©
TOTAL 53/53 (100) 33,57 1,52
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Tabela 7: Distribuicdo da frequéncia da faixa atad grupos das pacientes lesdo invasiva.
do colo uterino.

Faixa Etaria (anos)

Invasivo N (%) X + DP (anos)
16 — 26 4125 (16) 24 42,55
27 - 37 5/25 (20) 33,40 8,05
38 -48 7125 (28) 42 43,65
49 - 59 5/25 (20) 51,8 13,56
60 - 70 4/25 (16) 65,5 4,44
TOTAL 25/25 (100) 41,92 44,70

5.2 - Citocinas Avaliadas

Todas as 126 amostras foram submetidas a RT-PCRapalise da sintese das
citocinas: IFNy, TNF-a, IL-2, IL-4, IL-10, IL-12, TGFB1, TGF$2 e TGFB3. Para
verificar a qualidade do c-DNA utilizado como amadbi avaliada a expressao do gene
da proteina beta actinf-éctina). Todas as 126 amostras analisadas nonpeesstudo

mostraram-se positivas pgdeactina (Anexos 4).

5.2.1 — Citocinas expressas pelo Grupo Controle

A expressao de citocinas pela RT-PCR mostrou G128 (30%) apresentaram-se
positivas para IL-2, 12/20 (60%) para IL-12, 1/3046) para IFNy, 14/20 (70%) TNFe,

2/20 (10%) IL-4 e 2/20 (10%) para TGR-(Tabela 8 e Gréfico 1).
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Quando comparamos as citocinas expressas nespe gnire elas, a andlise
estatistica mostrou que houve diferenca estatistoge significante entre as citocinas: IL-
2 e: TNFe (p=0,0114), IFNy (p=0,0375), IL-10 (p=0,0004), TGFt (p=0,0079) e TGF-
B3 (p=0,0079). Entre a IL-12 e: IFN{p=0,0002), IL-4 (p=0,0009), TGF1 (p<0,0001),
TGF{2 (p=0,0009) e TGB3 (p<0,0001). Ao compararmos o0 TNF-observamos que
este também apresentou diferenca estatistica eagéoelao: IFN+ (p<0,0001), IL-4
(p=0,0001), TGH31 (p<0,0001), TGHB2 (p=0,0001) e TGPB3 (p<0,0001). O IFN-
mostrou diferenca quando comparado ao IL-10 (p<€1,P0A IL-10 mostrou diferenca
estatisticamente significante entre: IL-4 (p<0,000TGF{1, TGF{2 e TGFB3

(p<0,0001) (Tabela 8; Anexos 5).

Tabela 8: Citocinas positivas no Grupo Controle.

Citocinas Positivas

N IL-2  IL-12  TNF-a IFN-y IL-10 IL-4 TGF-1 TGF-B2  TGF-B3
Total (%) (%) (%) @) () (h) (%) (%) (%)

Amostras

20/20  6/2C 12/2C  14/2C  1/2C  17/2C 2/2C  0/2C 2/2C 0/2(
(100)  (30)  (60) (70) ®) 85 (10 ©) (10) ©)

Controles
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Citocinas positivas nas amostras controles
TGF-beta2; 2/20
(10%) TGF-beta 3: 0/20 _—
(0%)
TGF-betal: 0/20
(0%) IL-2: 6/20 (30%) * ®iL-12
IL-4: 2/20 (10%)
OIFN-gama
O TNF-alfa
L 10 17750 IL-12: 12/20 WIL-10
U 60%) *
(85%) * (60%) oIL-4
B TGF-betal
. O TGF-beta2
TNF-alfa: 14/20 IFN-gama: 1/20
(70%) * (5%) B TGF-beta3

Grafico 1: Citocinas positivas nas amostras coegr¢ip<0,05).

5.2.2 — Citocinas expressas pelo Grupo de Pacienteem Lesao Intraepitelial
Escamosa de Baixo Grau (LSIL)

Das 106 (100%) amostras coletadas de pacientedes@®s induzidas pelo HPV,
28 (26,42%) apresentaram LesOes Intraepitelial tBgsa de Baixo Grau (LSIL). Dessas
28 (26,42%) pacientes com diagndstico de LSIL JPB71%) apresentaram positivas
para IL-2, 7/28 (25%) para IL-12, 9/28 (32,14%)gaNF, 6/28 (21,43%) IFNy 19/28
(67,86%) IL-10, 10/28 (35,71%) IL-4, 11/28 (39,29%BFH1, 14/28 (50%) TGPB2 e
5/28 (17,86%) TGH3 (Tabela 9 e grafico 2).

A andlise estatistica mostrou que houve diferesigaificante entre as citocinas:
IL-2 quando comparada com: IL-10 (p<0,0001), ILp4@,0267), TGH31 (p=0,0136) e

TGF2 (p=0,0014). Entre IL-12 comparada com: IL-10 (j8€0.3) e TGH32 (p=0,0500);
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O TNF- obteve diferenca apenas quando comparado com 30 Ii(p=0,0075).
Apresentaram também diferenca estatistica quandgpa@mos o IFN-com: a IL-10
(p=0,0005) e TGHEB2 (p=0,0257). Ao compararmos a IL-10 obtivemos rdiiga
estatistica entre: a IL-4 (p=0,0161), TBE{p=0,0321) e TGB3 (p=0,0002). O TGB2
teve diferenca estatistica quando comparada conGBB (p=0,0111) (Tabela 9)

(Anexos 5).

Tabela 9: Citocinas Expressas pelas pacientes goo@SIL

Citocinas Positivas

N IL-2  IL-12 TNF-a IFN-y IL-10  IL-4  TGF-pl TGF-B2  TGF-B3
Total (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Amostras

28/106  3/2¢  7/2€  9l2¢  6/2€  10/2¢  10/2¢  11/2%¢ 1412t 5/2¢
(26,42) (10,71) (25) (32,14) (21,43) (67,86) (35,71) (39,29)  (50%)  (17,86)

Positividade das Citocinas nas amostras LSIL

TGF-beta3: 5/28 IL-2: 3/28 (10,71%)

(17,86%) *
IL-12: 7/28 (25%) OIL-2
TGE-beta2: 14/28 IFN-gama: 6/28 W12
(50%6)* (21,43%)
OIFN-gama
O TNF-alfa
TNF-alfa:; 9/28
(32,14%) WIL-10
TGF-betal: 11/28 OIL-4
0, *
(39,29%) B TGF-betal
O TGF-beta2
IL-10: 19/28 B TGE-beta3
(67,86%)*

L-4: 10/28
(35,71%)*

Gréfico 2: Di

stribuicdo da positividade das cit@g@navaliadas no estudo em relagdo ao

grupo de pacientes com LSIL @©5).
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5.2.3 — Citocinas expressas pelo Grupo de Pacienteem Lesao Intraepitelial
Escamosa de Alto Grau (HSIL)

Neste grupo somaram 53 mulheres com diagnosticlesies de alto grau, que
representaram 50% (53/106) das amostras coletddasas 53 amostras com HSIL: 14/53
(26,42%) apresentaram positividade para IL-2, 2243351%) para IL-12, 27/53 (50,94%)
TNF-o, 8/53 (15,09%) IFNy 39/53 (73,58%) IL-10, 14/53 (26,42%) IL-4, 25/53
(47,17%) TGFB1, 30/53 (56,60%) TGB2 e 16/53 (30,19%) para o TGR-(Tabela 10 e
Graéfico 3).

A analise estatistica das citocinas positivas nestgpo mostrou que houve
diferenca significante entre as citocinas: IL-2 panado com TNFe (p=0,0095), IL-10
(p<0,0001), TGH31 (p=0,0267) e TGPB2 (p=0,0016). Ao compararmos a IL-12 com as
outras citocinas, observamos que houve diferenigisiga entre o TNe- (p=0,0095),
IFN-y (p=0,0025) e IL-10 (p=0,0008). J& o TNF-obteve diferenca quando comparado:
ao IFN« (p<0,0001), a IL-10 (p=0,0162), a IL-4 (p=0,00¥5¢0m o0 TGH33 (p=0,0296).
Ao compararmos o IFN; obtivemos diferenca estatistica em relacéo: &01l(p<0,0001),
ao TGFB1l (p=0,0004) e TGB2 (p<0,0001). Observamos diferenca estatistica ao
compararmos a IL-10com: a IL-4 (p<0,0001), o T@EF-(p=0,0054) e TGRB3
(p<0,0001). A IL-4 mostrou diferenca estatisticaamp comparada como: o TGE-
(p=0,0267) e TGEB2 (p=0,0016). O TGPB2 mostrou diferenca estatistica quando

comparado com o TGE3 (p=0,0061) (Tabela 10) (Anexos 5).

Tabela 10: Citocinas Expressas pelas pacientesgooGiSIL

Citocinas Positivas

IL-2  IL-12  TNF-a IFN-y IL-10  IL-4 TGF-Bl TGF-B2 TGF-B3
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Amostras N Total

531106 14/5:  22/5.  27/5:  8/5¢  30/5:  14/5:  25/5:  30/5:  16/5¢
(50) (26,42) (41,51) (50,94) (151) (73,58) (26,42) (47,17) (56,60) (30,19)
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Positividade das Citocinas nas amostras HSIL

IL-2: 14/53
TGF-beta3: 16/53 (26,42%)
30,19%)* ]
( ) IL-12: 22/53 gaiL-2
41,51%)* )
TGF-beta2: 30/53 ( 0) WIL-12
(56,60%)* )
IFN-gama: 8/53 HIFN-gama
(15,09%) OTNF-alfa
WIL-10
TGF-betal: 25/53 TNF-alfa: 27/53 aiL-4
(47,17%)* (50,94%)* B TGF-betal
O TGF-beta2
IL-10: 39/53 )
IL-4: 14/53 B TGF-beta3

(73,58%)*
(26,42%)*

Grafico 3: Positividade e porcentagem das citocieas relagdo as amostras HSIL
(p<0,05).

5.2.4 — Citocinas expressas pelo Grupo de Pacient®om Lesdes Invasivas

Fizeram parte desse grupo 25 (23,58%) mulheres)atisa da expressao das
citocinas mostrou que 4/25 (16%) delas eram pasitpara IL-2, 5/25 (20%) para IL-12,
3/25 (12%) TNFe, 7/25 (28%) IFNy, 23/25 (92%) IL-10, 6/25 (24%) IL-4, 12/25 (48%)
TGFB1, 17/25 (68%) TGIB2 e 14/25 (56%) para TGE3 (Tabela 11 e Grafico 4).

Na andlise estatistica das citocinas expressas gagso, observamos que algumas
citocinas mostraram ter diferencas estatisticamsigteificativa durante as comparacgdes
pelo o teste do qui-quadrado. Como a IL-2 comparad&-10 (p=0,0002), ao TGB1
(p=0,0153), TGH32 (p=0,0002) e TGB3 (p=0,0032). Ao compararmos a IL-12 com as
outras citocinas também expressas, observamossjaeapresentou diferenca estatistica

em relacdo: a IL-10 (p<0,0001), TGH- (p=0,0366), TGHE2 (p=0,0006) e TGPR3
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(p=0,0087). O TNFa apresentou diferenca estatistica ao comparar ceste a 1L-10
(p<0,0001), TGRR1 (p=0,0055), TGMB2 (p<0,0001) e TGPB3 (p=0,0010). O IFN-
também apresentou diferenca estatistica ao serazadgpcom: a IL-10 (p<0,0001), com o
TGF$2 (p=0,0040) e TGPB3 (p=0,0449). A IL-10 ao ser comparada com as eutra
citocinas expressas por este grupo apresentoleg@zrestatisticamente significantes em
relacdo a: IL-4 (p<0,0001), TGEFt (p=0,0007), TGHEB2 (p=0,0339)e TGRB3
(p=0,0037). A IL-4 apresentou diferenca estatistaa ser comparada ao T@E-

(p=0,0018) e TGH3 (p=0,0209) (Tabela 11) (Anexos 5).

Tabela 11: Citocinas Expressas pelas pacientesooGnvasivo

Citocinas Positivas

N IL-2 IL-12  TNF-a  IFN-y IL-10 IL-4 TGF-p1 TGF-B2 TGF-B3

AMOSas ool ) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

25/106  4/25 5/25 3/25 7/25 23/25 6/25  12/25 17/25 14/25

INVASIVOS ~(2358) (16) (200 (12 (28 (929 (24) (49 (68) 9

Positividade das citocinas nas amostras com Lesdes
Invasivas
TGF-beta3: 14/25
(56%)* IL-2: 4/25 (16%) OlLo
IL-12: 5/25 (20%)
WIL-12
IFN-gama: 7/25
(28%) OIFN-gama
TNF-alfa: 3/25
/ (12%) O TNF-alfa
TGF-beta2: 17/25 WIL-10
(68%)*
IL-10: 23/25 (92%)* aiL-4
B TGF-betal
O TGF-beta2
TGF-betal: 12/25
(48%)* B TGF-beta3
IL-4: 6/25 (24%)

Gréfico 4: Positividade e porcentagem das citocimas amostras com Lesdes Invasivas
(*p<0,05).
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5.2.5 - Citocinas expressas pelas Pacientes LSIHSIL / Invasivos comparada com as
Citocinas expressas pelas Pacientes do grupo Corl&o

As 106 (100%) amostras LSIL/HSIL/Invasivos e agP00%) amostras controles
coletadas e submetidas a RT-PCR, apresentaramctigapgente, positividade para as
citocinas: IL-2: 21/106 (19,81%) amostras e 6/20%3 amostras, sendo que estas nao
apresentaram diferenca estatistica (p=0,3084);2tL3%/106 (32,08%) amostras e 12/20
(60%) amostras, apresentando neste caso diferestgdistica significante (p=0,0174);
IFN-y: 21/106 (19,81%) amostras e 1/20 (5%) amostraspéen ndo apresentando
diferenca estatistica (p=0,1095). O TNF-39/106 (36,79%) amostras e 14/20 (70%)
amostras, com diferenca estatisticamente signticgrr0,0058). A IL-10 foi positiva em:
81/106 (76,42%) amostras e 17/20 (85%) amostrasates, ndo apresentaram diferenca
estatistica (p=0,3970). A IL-4: 30/106 (28,30%) atmas e 2/20 (10%) amostras, positivas
também ndo tiveram diferenca estatistica (p=0,08d6erem comparadas entre 0s grupos
com leséo e grupo controle. Contudo, ao comparasn@gressao dos TGH, TGF2 e
TGF{3, entre o grupo com lesdes intraepitelial cerveea grupo controle, observamos
gue os trés tipos de TgkK-apresentaram diferencas estatisticamente signigés. O TGF-
1, com 48/106 (45,28%) amostras positivas do gogoo lesdes, ndo obteve positividade
(0/20) nas amostras do grupo controle, sendo p801,0pelo teste do qui-quadrado. O
TGF{f2 mostrou-se positivo em 61/106 (57,55%) pacierdes grupo com lesdes
intraepitelial cervical, e em 2/20 (10%) amostragydupo controle. A diferenca estatistica
foi altamente significante, com p<0,0001. O mesmiorvde p também foi verificado pelo
TGF{3, sendo a positividade deste para o grupo corm és&85/106 (33,02%), e nao foi
observada positividade desta citocina no gruporeten{0/20) (p<0,0001) (Tabela 12 e

gréficos5e 6).
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O gréfico 7 mostrou, respectivamente, a tendéim@ar das porcentagens de todas
as citocinas positivas e estudadas nos diferemtass gle lesdo, LSIL, HSIL e Invasivo,
iniciando pelo grupo controle. Observamos entée,lguum aumento de forma acentuada,
progressiva e linear das citocinas: I1L-10, TERETGF$2 e TGFB3 a medida que
aumenta o grau da leséao.

A IL-2, IL-12 e 0 TNFe, apresentaram um mesmo perfil de expressdo nos
diferentes graus de lesdo, mostrando uma alta €s§wenas amostras do grupo controle,
com um declinio progressivo e de tendéncia lineamgdo que as citocinas, IL-12 e TNF-
apresentam um declinio mais acentuado do que a dLr2edida que aumenta o grau da
leséo, de LSIL a invasivo (Gréfico 7).

Jéa a IL-4 e o IFN-apresentaram-se com expressdo semelhantes no @moipole
e nos grupos LSIL e HSIL, mostrando-se com expoesg@dsta no grupo dos pacientes
gue apresentaram lesdes invasivas. No entantdysssvamos a tendéncia linear de ambas
as citocinas no grafico 7, podemos notar que estafem a aumentar, porém de forma

pouco acentuada, na medida em que ha o aumentaudadag lesao.
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Tabela 12: Numero, porcentagem e significancia atasstras LSIL/HSIL/Invasivos e
amostras controles positivas para as citocinasladais g-actina.

Amostras/ LSIL/HSIL/

o CONTROLE (%) TOTAL (%) p <_0,05
Citocinas INVASIVOS (%)

B-actina  106/106 (100) 20/20 (100) 126/126 (100) -
IFN-y 21/106 (19,81) 1/20 (5) 22/126 (17,46)  0,1095
IL-2 21/106 (19,81) 6/20 (30) 27/126 (21,43) 0,3284
IL-12 34/106 (32,08) 12/20 (60) 46/126 (36,50) 0,0174
IL-4 30/106 (28,30) 2/20 (10) 32/126 (25,40)  0,0846
IL-10 81/106 (76,42) 17/20 (85) 98/126 (77,78)  0,3970

TNF-a 39/106 (36,79) 14/20 (70) 53/126 (42,06) 0,0058

TGF-B1  48/106 (45,28) 0/20 (0) 48/126 (38,10) 0,0001

TGF-B2  61/106 (57,55) 2/20 (10) 63/126 (50) <0,0001

TGF-B3  35/106 (33,02) 0/20 (0) 35/126 (27,78)  <0,0001

Amostras LSIL/HSIL/Invasivos Positivas para Citocin  as
TGF-beta 3: 35/106
(33,02%)* IL-2: 21/106 (19,81%) aiL-2
WIL-12
TGF-beta 2: 61/106 IL-12: 34/106 (32,08%)*
(57,55%)* O IFN-gama
IFN-gama: 21/106
(19.81%) O TNF-alfa
TNF-alfa: WIL-10
39/106 (36,79%)*
OIL-4
TGF-beta 1: 48/106 B TGF-beta 1
(45,28%)*
O TGF-beta 2
IL-10: 81/106 (76,42%)
IL-4: 30/106 (28,30%) B TGF-beta 3

Gréfico 5: Distribuicdo da positividade das cit@snavaliadas no estudo em relagdo ao
grupo de pacientes com LSIL/HSIL/Invasivos (685).
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Amostras Controles Positivas para Citocinas
TGF-beta 2: 2/20 (10%) giL-2
TGF-beta 1: 0/20 (0%) TGF-beta 3: 0/20 (0%) WiL-12
IL-4: 2/20 (10%) IL-2: 6/20 (30%)
O IFN-gama
O TNF-alfa
WIL-10
IL-12: 12/20 (60%)*
aiL-4
IL-10: 17/20 (85%)
B TGF-beta 1
O TGF-beta 2
TNF-alfa: 14/20 (70%)* IFN-gama: 1/20 (5%) B TGE-beta 3

Gréfico 6: Distribuicdo da positividade das cit@snavaliadas no estudo em relagdo ao
grupo controle (p&,005)

Tendéncia Linear das Citocinas Estudadas

100 — IL-10

20 TGF-beta 2

* —— TGF-beta 1

TGF-beta3

TNF-alfa

—IL-12

IFN-gama

Porcentagem de Amostras Posltivas
(%)

—IL-2

Controles LSIL HEIL Invasivos — IL-4
Grau das Lesodes

Grafico 7: Tendéncia Linear da expressdo da paagent das citocinas estudadas nos
diferentes graus de lesdo: LSIL, HSIL, Invasivo @ grupo Controle (*p<0,0001;
**p=0,0001; ***p<0,0001; #p=0,174; °p=0,0058)
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5.3 - Perfil da Resposta Imune

Baseado no artigo de revisdo Zhu & Paul (2008)sideramos perfil Thl quando
estavam expressas as citocinas: IL-2, IL-10, ILHEX-y, TNF-, sendo considerado o
IFN-y a citocina caracteristica deste perfil. Contudonente consideramos o perfil Thl
guando alguma destas citocinas estavam presermmeSmpna auséncia da IL-4 que
caracteriza o perfil Th2 e/ou dos T@FL, 2 e/ou 3, que sdo citocinas que caracterizam o
perfil Treg. O perfil Th2 foi caracterizado pelegenca das citocinas: IL-4, IL-10 e TGF-
Bl, TGFB2 elou TGF3, sendo a IL-4 a citocina caracteristica destdil,pportanto,
sempre que esta estava presente, independentatdas @tocinas expressas consideramos
ser perfil Th2. O perfil Treg foi também caractada segundo Zhu & Paul (2008) pela
presenca das citocinas: TGE; TGF2 e TGFB3 na presenca ou ndo da IL-10 assim
como de outras citocinas, pois, a presenca de wpralgm dos tipos de TGF-ja

caracteriza este perfil.

5.3.1 — Perfil da Resposta Imune Local das paciestedo Grupo Controle

Na analise do perfil da resposta imune local daseptes do grupo controle,
verificamos que 15/20 (75%) dessas mulheres tinparfil Thl e neste a citocina mais
frequente foi a IL-10 (13/15), o TN&-(11/15) e a IL-12 (10/15). Duas pacientes (2/20)
apresentaram perfil Th2 (10%) e outras 2/20 (10¥&p T Gréafico 10). No perfil Th2 as
citocinas mais prevalente foram a IL-4 (2/2) e al@L(2/2), ja no perfil Treg a citocina

mais frequiente foi o TNE-(2/2) e o TGH32 (2/2) (Tabela 13 e Grafico 8).
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1 Houve diferenca estatistica entre os perfis: ThITh&, Thl e Treg e Thl e

2 Indeterminado, onde em todos o p foi <0,0001, o mpe leva a afirmar que o perfil de

3 respostaimune das amostras controles € do tipo Thl

Tabela 13: Positividade das citocinas e Perfil dag®sta nas amostras controles

IL-2 IL-12  IFN-y TNF-a« IL-10 IL-4 TGF-p1 TGF-p2 TGF-p3 TOTAL
CONTROLE
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
hi 4 /15 10/1¢ 1/1¢ 11/1F 13/1F  0/1F 0/1F 0/1F 0/1F 15/20
(26,67) (66,67) (6,67) (73,33) (86,67) (0) (0) (0) (0) (75)
o 1/2 1/2 0/2 1/2 2/2 2/2 0/2 0/2 0/2 2/20
(50) (50) ©) (50) (100) (1200) ©) ©) ©) (10)
T 1/2 1/2 0/2 2/2 1/2 0/2 0/2 2/2 0/2 2/20
reg
(50) (50) ©) (100) (50) ©) ©) (100) ©) (10)
] 0/1 0/1 0/1 0/1 1/1 0/1 0/1 0/1 0/1 1/2C
Indeterminado
©) ©) ©) ©) (100) (0) ©) ©) ©) (%)
TOTAL 6/2C 12/2( 1/2C 14/2( 17/2C  2/2C 0/2¢ 2/2C 0/2C 20/20
(30) (60) (%) (70) (85  (10) ©) (10) ©) (100)
Perfil da Resposta Imune no Grupo Controle
Indeterminado:
1/20 (5%)
Treg: 2/20 BThi
(10%)
Th2: 2/20 B Th2
(10%)
Thl: 15/20 OTreg
(75%)*
O Indeterminado

Gréfico 8: Perfil da Resposta Imune no Grupo Cdafftp<0,0001).
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5.3.2- Perfil da Resposta Imune das Pacientes qupresentaram Lesao Intraepitelial
Escamosa de Baixo Grau (LISL)

Ao analisarmos a expressao das citocinas nesse grapnsequentemente o perfil
da resposta imune local (Thl, Th2, Treg ou Indetexdo), observamos que das 28
pacientes: 6/28 (21,43%) mostram ter um perfil @posta imune caracteristico de Thl,
10/28 (35,71%) com perfil de resposta do tipo THZey, e 2/28 (7,14%) pacientes foram
classificadas com perfil de resposta imune locdeterminado por nao possuir uma
citocina caracteristica de cada um dos perfis a@omsl nesse estudo, apresentando apenas
IL-10 (Tabela 14 e gréfico 9).

No perfil Thl a citocina mais freqiente foi o TH4/6) seguido pela IL-12 (2/6),
no perfil Th2 a citocina mais frequente foi prinagente a IL-4 (10/10) e 1L-10 (10/10),
seguida pelo TGRB1le TGFf2; ja no perfil Treg a citocina mais frequiente doT GF{32
(8/10) e a IL-10 (5/10) (Tabela 14).

Nesse grupo de lesdo houve diferenca estatisticensggnificante apenas entre o
perfil Th2 e Th3 com o perfil Indeterminado, ond®®092.

Contudo, nesse grau de lesdo ndo podemos sugernpetfil de resposta imune
local, uma vez que ndo houve diferenca estatisticas trés perfis analisados (Thl, Th2 e

Treg) (p>0,05).
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Tabela 14: Positividade das Citocinas e Perfil éagesta Imune nas pacientes do grupo

LSIL
LSIL/ IL-2  IL-12  IFN-y TNF-a IL-10  IL-4  TGF-B1  TGF-B2 TGF-p3 TOTAL
CITOCINAS (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
i 1/6 2/6 1/6 4/6 2/6 0/6 0/6 0/6 0/6 6/2€
(16,67) (33,33) (16,67) (66,67) (33,33) (0) (0) (0) (0) (21,43)
2/1C 4/1C  3/1C  0AC  101C  104C 7/1C 7/1C 3/1C 10/28
Th2 (20) (40) (30) (0) (100)  (100) (70) (70) (30) (35.71)
Treg 0/1C ic  21C 5/1C 5/1C  0/1C 4/1C 8/1C 2/1C 10/28
(0) (10) (20) (50) (50) (0) (40) (80) (20) (35,71)
, 012 012 012 012 2/2 012 012 012 012 228
Indeterminado
(0) (0) (0) (100)  (0) (0) (0) (0) (7.14)
TOTAL 328 728 6/2€ orRe  192¢  10/2€ 11/2¢ 15/2¢€ 5/2€ 28/28
(10,7) (25) (21,43) (32,14) (67,86) (3571) (39,29) (5357) (17,86)  (100)
Perfis de Resposta Imune nas Amostras LSIL
Indeterminado:2
128 (7,14%) Thl: 6/28 OThl
(21,43%)
B Th2
Treg: 10/28
(35,71%)*
OTreg
O Indeterminado

Grafico 9: Perfil da Resposta Imune no grupo dageptes LSIL (*p9,005)

5.3.3 - Perfil da Resposta Imune das Pacientes qapresentaram Leséo Intraepitelial

Escamosa de Alto Grau (HSIL)

Ao analisarmos o perfil de resposta imune locatatia uma das 53 pacientes desse

grupo observamos que: 5/53(9,43%) apresentavanh peif 14/53 (26,42%) Th2, 31/53
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(58,49%) perfil Treg e 3/53 (5,66%) perfil indetémado (Tabela 15 e Grafico 10). No
perfil Thl a citocina mais frequente foi o TNF80%) e IL-12 (60%), no perfil Th2 foi
IL-4 (100%), IL-10 (85,71%) e o TGB2 (64,29%), no perfil Treg , IL-10 (67,74%), TGF-
B2 (67,74%) 31 (54,84%) (Tabela 15).

S6 ndo houve diferenca estatistica entre os perfise indeterminado (p=0,4621),
sendo importante ressaltar a grande diferencast&tatentre Thl e Treg onde p<0,0001 e
também entre Th2 e Treg (p=0,0008) o que supadéia de que com o aumento do grau
da lesdo a tendéncia é de desenvolver um perfitedposta imune local do tipo T

regulatério (Treg).

Tabela 15: Positividade das Citocinas e Perfil @éagesta Imune nas pacientes do grupo
HSIL

HSIL/ IL-2  IL-12  IFN-y TNF-o IL-10 IL-4 TGF-Bl TGF-B2 TGF-B3 TOTAL
CITOCINAS (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (6)

Thi 1/5 3/5 1/5 4/5 3/5 0/5 0/5 0/5 0/5 5/53
(20) (60) (20) (80) (60) (0) (0) (0) (0) (9,43)

Th2 2/14 4/14 2/14 1/14 12/14 14/14 8/14 9/14 3/14 14/53
(14,29) (28,57) (14,29) (7,14) (85,71) (100) (57,14) (64,29) (21,43)  (26,42)

Treg 11/31 15/31 5/31 22/31 21/31 0/31 17/31 21/31 13/31 31/53
(35,48) (48,39) (16,13) (70,97) (67,74)  (0) (54,84) (67,74)  (41,94)  (58,49)

Indeterminado 0/3 0/3 0/3 0/3 3/3 0/3 0/3 0/3 0/3 3/53
(0) (0) (0) (0) (100) (0) (0) (0) (0) (5,66)

TOTAL 14/53 22/53 8/53 27/53 39/53 14/53 25/53 30/53 16/53 53/53

(26,42) (41,51) (15,09) (50,94) (73,58) (26,42) (47,17) (56,60) (30,19)  (100)
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Perfis de Resposta Imune nas Amostras HSIL

Thl: 5/53
(9,43%)

Indeterminado
3/53 (5,66%)

OThl

B Th2

Th2: 14/53
(26,42%)

Treg: 31/53 DTreg

(58,49%)*

O Indeterminado

Grafico 10: Perfil da Resposta Imune dentre as tra®BISIL (p0,005)

5.3.4 - Perfil da Resposta Imune das Pacientes gapresentaram Lesdes Invasivas

Na analise dos perfis de resposta imune local 2fasnulheres desse grupo,
nenhuma (0/25) apresentou perfil do tipo Thl, §28%) apresentaram perfil Th2, 17/25
(68%) Treg e 2/25 (8%) perfil indeterminado (Tabkfae Grafico 11). No perfil Th2 as
citocinas mais prevalente foram a IL-4 e a IL-10¢ geve 100% (6/6) de expressdo nas
pacientes desses perfis seguidas pelo F&FEom 83,33% (5/6). No perfil Treg as
citocinas mais frequentes foram a IL-10 (15/17)FHR2 (13/17), TGH1 (10/17) e TGF-
B3 (9/17) (Tabela 16).

Igualmente ao grupo HSIL, este também apresentoa gmande diferenca
estatistica entre os perfis Thl e Th2 (p=0,00904. € Treg (p<0,0001), Th2 e Treg

(p=0,0018) e Treg e Indeterminado (p<0,0001). Reafiedo mais uma vez a hipétese do
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perfil Treg estar presente com maior evidénciaeggdéncia entre as lesbes com grau mais

elevado.

Tabela 16: Positividade das Citocinas e Perfil @éagesta Imune nas pacientes do grupo
com Lesdes Invasivas

NVASIVO IL2  IL-12  IFN-y TNF-o IL-10 IL-4 TGF-Bl TGF-B2 TGF-3 TOTAL
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

T 0/0 0/0 0/C 0/C 0/C 0/C 0/C 0/C 0/C 0/2¢
(0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0)

o 2/€ 2/€ 2/€ 0/€ 6/€ 6/€ 2/€ 2/€ 5/€ 6/2F
(33,33) (33,33) (66,67) (0) (100) (100) (33,33) (66,67) (83,33)  (24)

Treq 2117 3117  3/17  3/17  15/1; 0/17  10/17  13/1i 9/17 17/25
(11,76) (17,65) (17,65) (17.65) (88,24) (0) (58,82) (76,47) (52,94)  (68)
etermiade O 0/2 0/2 0/2 212 0/2 0/2 0/2 0/2 2/2F
(0) (0) (0) (0) (100)  (0) (0) (0) (0) (8)

oTAL 4/2¢ 5/2E  7/28  3/28  23/28  6/2F  12/2F  17/2¢  14/2F 25/2¢
(4) (20) (28) (12) (92) (29 (48) (68) (56) (100)

Indeterminado: 2/25
(8%)

Perfil da Resposta Imune no grupo de Invasivos

Th1: 0/25 (0%)

Treg: 17/25 (68%)*

Th2: 6/25

(24%)

OThl

B Th2

OTreg

O Indeterminado

Grafico 11: Perfil da Resposta Imune nas amostrasaarcinoma invasivo (*@3;005)
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5.3.5 — Comparacéo entre o Perfil da Resposta Imunscal das pacientes dos grupos
LSIL, HSIL e Lesb@es Invasivas em relagéo as do gropControle

Entdo, ao analisarmos o perfil de resposta imunal Idas pacientes com algum
grau de lesdo em relagcdo as pacientes controlete-g® observar que somente 11
(10,38%) das 106 pacientes com lesdes apresenfmdindo tipo Thl, ja as pacientes
controles 15/20 (75%) delas apresentaram estel,pggfido 0 TNFe a citocina mais
expressa em ambos os grupos (LSIL/HSIL/InvasivGsrtrole) (Tabelas 17 e 18; Grafico
12). A andlise estatistica mostrou uma grande dlif&x entre os dois grupos onde
p<0,0001.

O perfil Th2 foi determinado em 30/106 (28,30%) ipates com lesdes e em
apenas 2/20 (10%) das pacientes controles, seatiocana mais prevalente nesse perfil e
em ambos os grupos foi a primeiro a IL-10, depd&-$2 em seguida TGB1 e 33
apenas para as pacientes com lesao e por ultilng gTlabelas 17 e 19; Gréfico 12). Nado
houve diferenca estatisticamente significativaeen dois grupos (p=0,0846) (Tabela 17).
Quando comparamos este perfil Th2 entre os grupBd le HSIL também nao
observamos diferenca estatistica (p=0,3834), mae BISIL e invasivo, observamos uma
grande diferenca estatistica, com p=0,0087 (Tabéla

Com uma diferenca altamente significante (p=0,00@2)perfil Treg foi
caracterizado em 58/106 (54,72%) pacientes comalgnau de lesédo e em apenas 2/20
(10%) pacientes controles (Tabela 17 e 20 e gréf®p Nesse perfil a citocina mais
prevalente também foi a IL-10, seguida do TEF$1 e B3, diferenciando do perfil Th2
apenas pela auséncia neste caso da IL-4 (Tabela 20)

Apenas 7/106 (6,60%) pacientes com lesbes e 1) paciente controle foram
caracterizadas como um perfil indeterminado (Tabé&la e 21; Gréafico 12). Ndo houve

diferenca estatisticamente significativa (p=0,78&8)re o grupo controle e o grupo das
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pacientes com lesdo. As pacientes que apresentadihindeterminado foram aquelas
gue apresentaram apenas a expressao da citocit® Hue portanto ndo € uma citocina
caracteristica de nem um dos trés perfis analisgomendo esta, apresentar-se associada
ao IFN«y e caracterizar o perfil Thl, associada a IL-4 dar&Zzando o perfil Th2 ou
associada aos TGFs caracterizando , neste caso, um perfil de respasune
Tregulatoério (Treg) ou também chamado de Tsupressor

Ao compararmos estatisticamente as pacientes LSllLthvasivos que
apresentaram o perfil Thl com aquelas que apresemt&h2, pudemos observar uma
diferenca estatisticamente significativas entregngos (p=0,0010) . Ao compararmos
agora, Thl com Treg, observamos que esta difereagtatistica aumentou
significativamente (p<0,0001). Em relagcéo Thl efipmdeterminado ndo foi observada
diferenca estatistica entre os grupos (p=0,3243)ntlo, os perfis Th2 e Treg,
apresentados pelas pacientes com algum grau de, lggfssuem uma diferenca
estatisticamente significativa quando comparados @erfil Thl (p=0,0010 e p<0,0001,
respectivamente), sendo que o perfil indetermimgtnapresentou diferenca estatistica em
relacdo ao Thl (p=0,3243). Podemos, entdo sugeeirag pacientes com algum grau de
lesdo, possuem uma tendéncia maior a desenvolvgrediihde resposta imune local do
tipo Treg (Tabela 17; Gréficos 13).

O grafico 13 compara a porcentagem e a tendém@arlidos perfis de resposta
imune (Thl, Th2, Treg e indeterminado) entre o gruIL/HSIL/Invasivo e 0 grupo
controle. Podemos observar por este grafico qumeientes controles apresentaram uma
maior porcentagem e tendéncia para o perfil Th12(575%) sendo que a tendéncia
linear se apresenta com um declinio bastante ammtpara os outros perfis de resposta
imune analisados. Ao contrario das pacientes q@suyaon algum grau de leséo, estas

mostraram uma maior porcentagem e tendéncia aib pexd) (58/106; 54,72%), porém a
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tendéncia linear aumenta de forma constante e ggsiga, mas nao acentuada, do perfil

Thl para o Treg (Grafico 13).

Tabela 17: Perfil de Respostas Imune Local daseR@es LSIL/HSIL/Invasivos em
relacdo as pacientes Controles.
Pacientes / Perfil da

Thl Th2 Treg Indeterminado TOTAL
Resposta Imune
(%) (%) (%) (%) (%)
Local
11/106 30/106 58/106 7/106 106/106
LSIL/HSIL/Invasivos
(10,38) (28,30) (54,72) (6,60) (100)
2/20 2/20 1/20 20/20
Controles 15/20 (75)
(10) (10) (5) (100)
p <0,05 <0,0001 0,0846 0,0002 0,7873 -
26/126 32/126 60/126 8/126 126/126
TOTAL
(20,63) (25,40) (47,62) (6,35) (100)

Tabela 18: Comparacédo da expressao das citocisasad#gentes controles e aquelas com
lesdo caracterizadas no perfil de resposta imunpad hl

Citocinas/ Perfil de

IL-2 IL-12  IFN-y TNF-a IL-10 IL-4 TGF-p1 TGF-f2 TGF-3 TOTAL
Resposta Imune

Thi (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
*Th1 Grupo Z71f  10/1f LA 11T 13/1F  O/1F  O/1E /1t O 15/2¢
Controle (26,67) (66,67) (6,67) (73,33) (86,67) (0) () () 0) (75)
*Th1 Grupo 2I11  5/11  2/11 811 511 o011 o] 0/11 0/11  11/10¢
LSILMHSIL/invasivo ~ (18,18) (45,45) (18,18) (72,72) (45,45) (0) () ) 0) (10,38)
o 6/12¢ 15/12¢ 3/12¢  10/12¢ 18/12¢ O/12¢  0/12¢  O/12¢  0/12¢  26/12¢

(476) (11,90) (2,38) (15,08) (14,29) (0) () () () (20,63)

*p<0,0001
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Tabela 19: Comparacgédo da expressao das citocisasad#éentes controles e aquelas com

leséo caracterizadas no perfil de resposta imunipadh2.

Citocinas / Perfil de

Resposta Imune IL-2  IL-12  IFN-y TNF-a IL-10 IL-4  TGF-B1 TGF-B2 TGF-p3 TOTAL
Tho (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
* Th2 Grupo Tz 112 012 172 22 22 012 012 012 2120
Controle (500 (50)  (0) (50)  (100) (100 () () () (10)
* Th2 Grupo 6/3C  10/3( _ 9/3C 1/3C 28/3(  30/3C 17/ 2073 11/3C  30/10¢
LSILHSIL/invasivo  (20) (33,33) (30)  (3,33) (93,33) (100) (56,67) (66,67) (36,67) (28,30)
712¢  11/12¢  O/12¢  2/12¢  30/12¢ 32/12¢  L17/12¢  20/12¢  11/12¢  32/12¢
Total (556) (8,73) (7.14) (1,59) (23,81) (2540) (13,49) (1587) (8,73)  (25,40)
*p=0,0846

Tabela 20: Comparacgédo da expressao das citocisasad#gentes controles e aquelas com

lesdo caracterizadas no perfil de resposta imunpadreg.

Citocinas / Perfil de

Resposta Imune IL-2  IL-12  IFN-y TNF-a IL-10 IL-4 TGF-p1 TGF-p2 TGF-B3 TOTAL
Treg (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
* Treg Grupo 1/2 1/2 0/2 2/2 12 02 0/2 2/2 0/2 2120
Controle (50)  (50) (0) (100)  (50)  (0) (0) (100) (0) (10)
* Treg Grupo 13/5¢  19/5¢  10/5¢  30/5¢  41/5¢  0/5¢  31/5¢ 42/5¢ 24/5¢  58/10¢
LSILHSIL/invasivo  (22,41) (32,75) (17,24) (51,72) (70,70) (0)  (53,45)  (72,24)  (41,38) (54,72
oel T4/12¢ 20/12¢ 10/12¢ 32/12¢ 42/12¢ O/12¢  31/12¢  44/12¢  24/12¢  60/12¢
(1,11) (1587) (7,94) (2539) (33,33) (0) (24,60) (34,92) (19,05) (47,62
*p=0,0002

Tabela 21: Comparacgédo da expressao das citocisasad#éentes controles e aquelas com
lesdo caracterizadas no perfil de resposta imungpadndeterminado.

Citocinas /

Perfil de IL-2 IL-12  IFN-y TNF-a IL-10 IL-4 TGF-Bl TGF-p2 TGF-B3 TOTAL
Resposta Imune (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Indeterminado

* Grupo 0/1 0/1 0/1 0/1 1/1 0/1 0/1 0/1 0/1 1/2C

Controle (0) (0) (0) (0) (100)  (0) (0) (0) (0) (5)

* Grupo

0/1 0/1 0/1 0/1 717 0/1 0/1 0/1 0/1 7/106
LSIL/HSIL/
. (0) (0) (0) (0) (100)  (0) (0) (0) (0) (6,60)

Invasivo

Total 0/1 0/1 0/1 0/1 8/12¢ 0/1 0/1 0/1 0/1 8/12¢
otal
(0) (0) (0) (0) (6,35) (0) (0) (0) (0) (6,35)

*p=0,7873
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Perfil da Resposta Imune para LSIL/HSIL/Invasivos

Indeterminado: Thl: 11/106
71106 (6,60%) (10,38%)

OThi

B Th2
Th2: 30/106 OTreg

(28,30%)
Treg: 58/106 O Indeterminado
(54,72%) *

Gréfico 12: Caracterizagdo do Perfl da Respostaunen das Amostras
LSIL/HSIL/Invasivos (*p<0,005).

Tendéncia do Perfil da Resposta Imune das Amostras
Estudadas
100
*%*
o 90 /’ Tendéncia Linear do
=] 80 Perfilde R. I. Treg
[7)] /
2 <70 *
E S 60 < / —— Tendéncia Linear do
Perfilde R. I. Th2
% § 50 \ /
£ S0 ~N. ~ L
TR, X Tendéncia Linear do
830 — Perfilde R. 1. Th1
S 1 e \ Tendéncia Linear Periil
g 0 < Indeterminado
@ \¢ N\ \©
(,\\\0\ \,6 \2\6 ’&6\4
X \&
Amostras Analisadas

Grafico 13: Tendéncia linear do Perfila da Respasiane nos diferentes graus de lesao:
LSIL, HISL, Invasivos e no grupo Controle (*p<0,d00*p=0,0002).
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6 — Discussao

A resposta imunoldgica sistémica e local de paetenbm neoplasia intraepitelial
cervical e cancer tém sido alvos de estudos haralgupo, porém ainda é motivo de
controvérsiasTrabalhos especificos em resposta imune local doecale colo uterino séo
escassos, desta forma, o presente trabalho investgexpressdo local de algumas
citocinas e conseqientemente a eventual exist@lecassociacdo entre a progressao da
leséo cervical, com os perfis de resposta imure [d@h1l, Th2 ou Tregulatério).

A incidéncia do cancer do colo do utero torna-sdemte na faixa etaria de 20 a 29
anos e o risco aumenta rapidamente, até atingipiseugeralmente na faixa etéaria de 45 a
49 anos (INCA, 2009). Em acordo, neste estudo,aaleidmédia total do grupo das
pacientes com lesdo intraepitelial cervical foidie2 anos, sendo a média dos grupos das
pacientes com diagnostico de LSIL foi de 32,43 agogpo HSIL 33,57 anos e pacientes
com lesdo invasiva 41,92 anos, sendo que, em tixdtyés grupos estudados a faixa etéria
mais prevalente foi entre 27 a 37 anos. De acavdormssos dados temos os trabalhos de
Herbst et al. (1992) e Paloet al (2002), que também observaram um aumento da
freqUéncia de lesdes com maior grau de comprometareelular. Ha evidéncias de que o
cancer do colo uterino é mais agressivo em mulljevess, com idade inferior a 40 anos
(CHAVES et al.,1984), trabalhos estes que também corroboram cesosaadosAssim
como o de CAVALCANTIet al. (2000), que realizaram um estudo epidemiolégico no
Brasil, e encontraram média de 36,7 anos para dserag com diagndstico de lesao
intraepitelial de alto grau (HSIL) e de 47,3 anasapas pacientes com carcinoma invasivo.
MOUGEN e colaboradore2001), observaram que os diagndsticos de HSILreaor
preferencialmente em mulheres com idade entre 88 anos. Essas médias de idades

descritas na literatura sdo semelhantes as endaatean nosso estudo.
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Apesar da resposta imune ao cancer cervical, as Rl@feccdo pelo HPV néo
estar completamente elucidada, estudos provenieaotasoutras infecgdes por patégenos
intracelulares demonstram a importancia das céllilas das citocinas, na inducdo e
manutencdo de uma resposta imune efetiva congrpasbgenos. No entanto, as citocinas
tém um papel relevante na resposta imunoldgicatatilea determinando de forma
especifica, efetiva e especializada a diferenciagd@® linfocitos T CD4 Assim, as
citocinas podem ser caracterizadas de acordo carefeitos que causam: estimulantes
(pré-inflamatorio) ou inibidores/supressores (aftaimatorio) (HAUSER, 1995).

Segundo Huang e colaboradores (1995), a mudane&pnassao de citocinas pro-
inflamatdrias para antinflamatorias pode facilaprogressao tumoral por subversao dos
mecanismos de imunovigilancia celular.

Estudos apontam aumento da concentragdo de ol ldF pacientes com NIC
(PARDO-GOVEAEet al.,2005; AZARet al.,2004). Entretanto, em outros trabalhos (BAIS
et al.,2007; LEEet al.,2004; EL-SHERIFet al.,2001) observou-se decréscimo sistémico
de interleucinas Thl (IFN- TNF-o e IL-2) relacionados ao aumento do grau da NIC.
SCOTT et al. (1999) sugere que a persisténciafdagao viral do HPV se daria por falha
em expressar citocinas Thl.

Observamos, em nosso estudo, que a proporgaocodead proinflamatorias como
a IL-2, IL-12 TNFa e IFN+, apresentaram-se em menor freqiéncia nas pacidoses
grupos LSIL, HSIL e invasivo quando comparado agpgrcontrole. Isso faz reforcar a
idéia de que ocorre decréscimo de citocinas Thlesdes de alto grau, tendo em vista que
essas citocinas estdo envolvidos na erradicac@@atdgenos intracelulares e sdo potentes
ativadores da imunidade mediada por células.

A presenca de um infiltrado imune inflamatorio atmoral parece ser um sinal

positivo de imunovigilancia, e portanto favoraveltespedeiro (HANAHANet al,, 2003).
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Entretanto, dependendo dos tipos celulares enwaswviths resposta anti-tumorais, sejam
elas pertencentes a imunidade inata ou adaptatidlem ou ndo favorecerem a progressao
tumoral (HANAHAN et al, 2003; OLIVEIRA-NETOet al, 2007).

O TNF-o« é um dos principais mediadores da inflamacéo h@ @emucosas e
portanto, seria a primeira barreira encontradaspelous epiteliotrépicos como o HPV
(WILSON et al,1997; KROEGERet al, 1997).

Diversas evidéncias sugerem que o TiNEst4 direta ou indiretamente envolvido
em mecanismos efetores mediados pelas células $nmama o combate de infec¢des pelo
HPV, pois segundo Hagaet al. (1995), altos niveis de expressdo dessa cito@nts
correlacionado aos mecanismos de eliminagcdo vo@ino a apoptose e a regressao
espontanea de lesdes cutaneas associadas aos HPVs.

Entretanto, resultados controversos também forasurites em relacdo ao TNk-
Kirckpatrick et al. (2004) encontraram uma menor expressado dessaneitazigrupo de
pacientes com NIC do que em controles. DUARSEEI. (2005) em um estudo com 195
pacientes com cancer cervical e 244 controles saigléelataram que uma expressao
aumentada do TNE-elevava em duas vezes o risco de desenvolvergasépinvasiva.

A expressdo de TNB&- também se mostrou elevada nos tecidos de
anatomopatoldgicos de pacientes com NICs, mas questds pacientes foram analisadas
em relacdo as pacientes do grupo controle, Parded®s al. (2005) ndo se encontraram
diferencas estatisticas, entdo esta citocina nalific@a sua expressdo de acordo com a
gravidade da doen¢g&emelhantemente, observamos no presente estueldiogwe uma
maior porcentagem de pacientes com HSIL expressaridéF-o, comparado aos grupos
LSIL e invasivo, ou seja, ha um aumento graduagxfaressdo dessa citocina, a medida
gue observamos uma evolucao da lesdo de LSIL falla rhas esta expressdo diminui de

forma acentuada e estatisticamente significant®,0®40) de HSIL para leséo invasiva
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(grafico 8). Mas, quando comparamos conjuntamergegmpos com lesdes pré-
neoplasicas e neoplasicas com o grupo controlenabses uma reducéo significativa na
expressao dessa citocina, 0 que nos permite infpr@ o TNFe. pode ndo estar
influenciando na progresséo da lesado, pois, castw&m, deveria apresentar crescimentos
constantes e significativos a medida que aumegtawgrau da lesao.

Também se observam resultados contraditorios eagdela secrecdo e expressao
de IFN+. A expresséo local de citocinas Thl como -8l{L-2 encontravam-se elevadas
em pacientes com lesdo cervical, quando compagmasontroles, e Pardo-Govetaal.
(2005), observaram que exitem uma relacéo dirggressdo da lesdo e o aumento do
IFN-y. A super-expressao dessa citocina pode ser devidona resposta das células
cervicais a gravidade da lesdo, o que sugere quezfib Thl seria o tipo de resposta das
células cervicais anormais, em reacdo a presen&d#do estes dados corroboram com os
reportados por Scott, Stites & Moscicki (1999), md@® com os resultados encontrados
nesse estudo.

Porém, Pacet al. (1995) evidéncia uma reducdo na expressdo doylipNde
influenciar nos mecanismos inflamatérios e imunimldg no cancer cervical.

Estudosn vivo sugerem que TNE-e IFNy sdo dependentes um do outro, e que 0S
efeitos contrarios ou sinérgico entre as duas iods¢ dependem do estagio de
diferenciagéo e maturacgéo celular, por exemplo,-&Nfode tanto aumentar quanto inibir
a expressao de moléculas HLA de classe Il indugatd FN+y (WATANABE e JACOB;
1991).

Os dados supracitados de Watanabe & Jacob (198jt, Stites & Moscicki
(1999) e Pardo-Goveet al. (2005), em relagcdo ao IFN-vem reforcar nossos achados,
onde observamos um aumento linear e gradativonpar@o significativo dessa citocina,

mas de forma proporcional ao grau da lesédo (Gré&lico
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Vérios estudos sugerem que niveis baixos de céeciil e intensificados de Th2
estdo associados com o desenvolvimento do carcinmenacal, Contrariamente ao
demonstrado no trabalho de Tsukui e colaboradol®86), onde observaram que a
producéo de IL-2 em lesBes pré-invasivas, dimioai @umento da gravidade da doenca.

A IL-2 e a IL-12, classicamente consideradas ddilpEhl, pois s&o potentes
estimulador da producéo de INFe também da diferenciacdo e ampliacdo desse gerfil
resposta imune. Guzman-Rojas e colaboradores (1988)bém ndo detectaram a
expressao de citocinas que aumentam a atividadwiraotal, como IL-2 e IL-12, em
bibpsias de pacientes com céancer cervical, em ies@ahn¢cado, mas identificaram
citocinas imunossupressoras, tais como, 1L10, & J45F$.

Nossos dados estdo de acordo com a literaturagpo@ntramos baixa frequéncia
na expressao da IL-2 e IL-12 nas pacientes cone¢esérvicais de varios graus, sendo que
para a IL-12 esta diferenca foi significativa comgua ao grupo controle. Ja era esperado
tais resultados, pois se encontra bem elucidadapelbiolégico da IL-12, sendo uma
citocina multifuncional ela promove uma ponte dmdido entre a resposta imune inata e
adaptativa, agindo como molécula chave regulad@raredposta imune mediada por
células, através da inducédo da diferenciacdo ddaséTCD4 em células Thil, além de
promover reativacdo e sobrevivéncia das células 4Gz memodria. IL-12 induz a
producdo de IFN-pelos macrofagos, proliferagdo e atividade citaile NK e células
TCDS8', além de ter atividade antiangiogénica mediado {f&N-y, prevenindo portanto,
infecgBes virais, progressao tumoral e inibicdatiladade metastatica (DEL VELCHI&
al., 2007). Outra fung@o relevante da IL-12, prinkigente devido a disfung&o tumoral, é
sua capacidade de repolarizagdo do perfil Th2 mardhl, por possuir atividade
imunomoduladora e antiangiogénica, pode ser ulifizeara tratamentos imunoterapicos

contra varios tipos de canceres (WESAL, 2007).



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

65

Evidéncias sugerem uma regulacdo cruzada, sinémgicaantagbnica, entre
diferentes perfis de citocinas nas respostas imufespor um lado, citocinas pro
inflamatorias, como o IFN; induzem a resposta imune proé-inflamatéria quenestra
efetiva contra infec¢des virais e neoplasias, pgroolado, citocinas imunoinibitorias,
como IL-10, induzem a resposta imune humoral, efantra antigenos extracelulares,
entretanto, permissiva ao desenvolvimento de tusnore

Kirpatrick et al. (2004) mostraram que mulheres com resposta praanaiicria
reduzida sdo mais susceptiveis a persisténcia wal consequentemente ao
desenvolvimento de neoplasia cervical. Petry ebootdores (1994) acreditam que o papel
da imunidade local para controlar a infeccao ped/H o subsequente desenvolvimento
das lesBes cervicais € mostrado, indiretamente frejiéncia aumentada de lesdes
associadas as infeccbes pelo HPV em pacientes preseatam uma reducdo do perfil
Th1l. O mesmo podemos dizer em nosso estudo, omfiearmos uma freqtiéncia de 75%
do perfil Thl nas pacientes controles e de aped@8% das pacientes com algum grau de
leséo cervical.

Em relac@o as citocinas imunossupressoras, foiyeysgservarmos, no presente
trabalho que, a medida que aumenta o grau da l&éséoam aumento significante na
expressdo dessas citocinas imunoinibitérias, cani®| IL-4 e TGFB 1, 2 e 3, sendo que
a presenca da IL-4 caracterizou perfil Th2 e a esgiio de algum tipo de TGF-
associados ou nao a outras citocinas, que nao4ackracterizou o perfil Treg. Neste
sentido, Clericiet al (1997), De Gruijilet al (1999) e Bor-Chinget al (2001), acreditam
gue a expresséao das citocinas IL-4, IL-10 e do BGorrelacionam com a gravidade da
doenca associada com a infec¢do pelo papilomawinmsno. Portanto, a expressao de um
perfil de citocinas antinflamatérias no microamigetumoral cervical, favorece um estado

de imunossupressdo local, que estd associada @gdies@o de véarias moléculas da
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resposta imune (SHEB#t al, 2001). Em apoio a essa hipétese, foram relatdivassas
alteracdes da resposta imune em pacientes conslesdécais pré-malignas e malignas.
Como exemplo, tem sido observada uma baixa exgretsdnoléculas do MHC Classe |
associada a baixa expressao de TAP1, (RITAL, 2001); diminuicdo na expressao de
moléculas co-estimuladoras como B7 sobre as célutagrais (ELLISet al, 1995); baixa
expressao de CD25 (SHE& al, 1997)e da cadeia do complexo TCR/CD3 em
linfécitos T infiltrando o tecido tumoral e em clals NKT (KONO et al, 1996; DE
GRUJILet al, 1999).

As células epiteliais infectadas pelos tipos de HiR/ alto risco, parecem se
tornarem alteradas no cancer cervical pelas agdestacinas como: IL-10, IL-2, IL-6 e
IL-8, TNF-a, TGFf, sendo que, Kim e colaboradores (1995), acredijams ha um
comprometimento dos mecanismos imune efetores ¢agéce as respostas humoral e
celular, demonstrando ser um dos mecanismos déi@wasal ou tumoral da resposta
imune mediada por células T.

Vérios trabalhos apontam para o fato que, em estagré-neoplasicas do
carcinoma cervical, tende ocorre uma polarizagédo pddrdao Thl, com expressao
aumentada de citocinas como IFNenquanto que, nos estagios avancados da doenca, a
polarizacdo se desvia para o padrédo Th2, caraatleripela expresséo de IL-4 e/ou IL-5,
com acentuada capacidade metastatica (AGARWARI, 2003) Nossos resultados em
relacdo a caracterizacdo do perfil da resposta enlonal, baseado na producédo de
citocinas também locais, estdo de acordo com @dggdewnal e colaboradores (2003), pois
também observamos um predominio do perfil Thl ap@aa pacientes controles (75%),
curiosamente, nas pacientes do grupo LSIL, obse&saguais proporcdes de pacientes
(35,71%) apresentando perfil Th2 e Tregulatoricbéla 14). Mas, a medida que aumenta

0 grau da lesdo, ou seja, LSIL para HSIL e esta pwao invasiva, verificamos um
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predominio significativo do perfil Treg, enquanteeqo Th2 permanece aproximadamente
constante durante a progressao da lesdo (Grafjco 13

Reforcando os achados, lesdes cervicais persisterde exibem inflamacgéo e
podem desenvolver tolerancia. Porém, o desenvohtonge NIC tem sido associada com
um padrdo Th2 de secre¢do de citocinas e que amgéap IL-12/IL-10 estd reduzida
(CLERICI et al, 1997; EL-SHERIFet al, 2001) e as citocinas imunossupressivas tais
como TGFB e IL-10 estdo aumentadas (TJIONGal, 2001; ZITVOGEL, TESNIERE &
KROEMER, 2006). Lembrando que o perfil Treg foiaerizado no nosso estudo, pela
presenca do TGB-(1, 2 ou 3) associado ou ndo a outras citocinasngo a IL-4, que sua
expressao, associada ou ndo a outras citocinateazou o perfil Th2, e que segundo
dados na literatura mundial os T@E-induzem a expressdo da proteina FOXp3 pelas
células T CDZ regulatérias (Treg), segundo Wan & Flavel (20@fjinuindo o grau de
expressao de FOXp3, pode haver uma conversédo ulaélreg para Th2, o que implica
uma estreita relacédo entre Treg e Th2, e que porteeforgca nossos achados em relacéo a
polarizagdo Th2 para Treg, pois a medida que oas®s a progressdo da lesdo ha um
aumento acentuado e significativo dos T@EFRE$2 ep3 (Grafico 13).

Porém, a imunidade de mucosas contra a infecc@oHi®V e contra as neoplasias
pré- e invasivas do colo do utero é pouco compidar((KkOBAYASHI et al, 2004). Pois
guais seriam a(s) associacdo(s) das citocinasf@eaveecer o progresso tumoral, uma vez
gue a IL-10 também foi expressa em pacientes dspngrsipo controle

O papel da IL-10 na biologia tumoral permanece e€ldoidado. Osesultados de
estudos de associacéo, correlacionando o riscolpstigo do cancer, sdo controversos.
Enquanto alguns estudapresentam a IL-10 como promotora do cancer, caswoltado
de seus efeitoantinflamatorios, outros a apontam como inibit@a@ desenvolvimento

tumoral,como resultado, por exemplo, de inibicdo de fataregogénicos. Deste modo, a
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IL-10 parece ter um efeito pleiotrépico complexoimainidade antitumoral, send@paz

de aumentar ou diminuir a imunogenicidade tumocalque justifica osresultados
contraditorios descritos nos estudos a seguirpersam nossos achados, onde verificamos
uma expressao aproximadamente constante da ILti® @n4 grupos do presente estudo,
mais estudos sao necessarios para elucidar oapel ga IL-10 tanto na mucosa cervical
normal, quanto naquelas com algum grau de lesaénpsabe-se que a IL-10 é requerida
para a manutencdo da tolerancia de células T enosasiqMILLS & MAC GUIRK,
2004).

Segundo Bai®t al (2005), a resposta imune nas NICs tem um pegfitesposta
imune predominantemente imunoinibitério/supressom secrecdo elevada de algumas
citocinas como a IL-10, pois acreditam que estacrifh altera 0s mecanismos da
imunovigilancia, seja favoravel as transformacoespfasicas e permitindo a progresséo
das lesGes cervicais para 0 cancer cervical. dizak. (2004) encontraram niveis mais altos
de IL-10 em pacientes com LSIL e hipotetizaram qusuper-expressdo desta citocina
poderiam contribuir para o bloqueio ou inibicaorésposta imune em estadios iniciais das
lesBes cervicais. Os altos niveis de IL-10 poder@mnibir citocinas como a IL-2, TNF,
IL-4, IL-6, IL-12, envolvidas na imunorregulacdo ITh Th2; b) diminuir a expressao de
moléculas MHC de classe | e Il; ou c¢) induziranscricgdo de promotores precoces do
HPV.

A capacidade que cada ser humano tem, de expeessaretar diferentes niveis e
perfis de citocinas, parece ser de extrema impcigdra resposta imune contra a infec¢cao
pelo HPV e na oncogénese das lesdes cervicais (HUINEON et al, 1999).

Pacientes com cancer cervical parece ser genettanpeedispostas a produzir
altos niveis de IL-10. Em contra partida, num estdé polimorfismos de genes para

citocinas, realizado por Stanczakal. (2001), demonstraram que a prevaléncia de alelos
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associados a baixa producédo da IL-10, foi mena pa&ientes com neoplasia invasiva de
colo uterino quando comparadas com o grupo controle

Tem sido sugerido que mulheres com lesdo cervichzidas pelo HPV-16 e
portadoras de alelos para baixa producdo da IlapBesentam niveis intralesionais da
citocina maiores do que as pacientes saudaveierisdg que as infec¢gdes pelos HPVs e a
altere a resposta imune local, contribuindo parapasisténcia da infeccdo e
desenvolvimento das NICs e das neoplasias invagRERNANDESet al, 2004).

Porém ha evidéncias de que a IL-10 ndo é sempmossupressora e promotora de
evasao tumoral (MOCELLINt al, 2005). Ao contrério, em alguns estudos evidegeia-
participacdo da IL-10 no “clearence” viral e harostestudos, como por exemplo, no de
Zoodsmeet al.(2005), que ndo observaram diferenca na frequélacexpressao da IL-10,
guando investigaram 1006 mulheres com NIC Il, NIiCel carcinoma de colo uterino,
comparando-as com controles saudaveis. Dados gssesuportam nossos achados, onde
a IL-10 manteve em grande freqUiéncia tanto em pisecom leséo cervical como em
pacientes controles. Assim como os estudos de Blastial. (1998) e Pinteet al. (2005),
também indicam um possivel papel da IL-10 na prgderdo cancer cervical, através da
eliminagdo do HPV ou possivelmente do indice dedi@nce”, que varia entre 6 e 24
meses.

A supressdao no microambiente tumoral é mediadaupoKinico subconjunto de
células Treg, a qual produz IL-10 e TBE-e ndo requer o contato célula-a-célula entre
Treg e outras células para haver a inibicdo (STR3@8al, 2007).

A presenga de imunossupressao, no meio ambienteayrfacilita a evaséo dessas
células da resposta imune do hospedeiro. O quectedraria essa imunossupressao,
segundo Piersmat al (2008), é a presenca de LTreg Chiltrando no tumor, LTreg

CD4" peritumoral, além da producéo de citocinas conagties imunossupressores como,
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IL-10, TGF$ e IL-7, produzidas pelas proprias células tumoeagelos linfocitos Treg

presentes.

TGF-Bs também chamadas de inibinas ou activinas, madplaliferacdo celular e
a expressdo de genes em diversas células. Initifeanacdo de células epiteliais, podendo
inibir ou estimular a diferenciagéo celular, aléensgrem considerados fatores angiogénico.

Alteracdes na expressao e resposta, geralmenteencem lesées malignas.

Coffey et al(1988) observaram que o T@H- inibe a proliferagdo de células
epiteliais genitais. TGPB- induz expressdo de FOXp3 em células T CMvitro, essa
expressdo aumenta quando essa citocina € inculba@dagnte com a IL-2. A habilidade do
TGF- em induzir a expressao de FOXp3 e levar a céltdat enediatamente um fenotipo
supressivo, sugere o potencial terapéutico deviebeéio tumoral (DADVISONt al,2007).
Contudo, no nosso estudo, podemos justificar ootéizar, que a presenca da IL-2 em
pacientes com o perfil de resposta imune do tip@ ®b Treg, apresentando ou nao
(controle) lesdo cervical, torna-se necessariaémondo suficiente para manter o pefrfil
Treg, pois a IL-2 € necesséria para a sobrevidmgib de células Treg, a sobrevida pode
ser induzida por proteinas anti-apopitéticas corBale2. Além disso, a IL-2 tem fungéo de
promover a progressao do ciclo celular atravésintese de ciclinas, além de evitar um
bloqueio na progressdo do ciclo celular através ddgradacdo de p27 (ABBAS,
LICHTMAN & PILLAI, 2008). Ja os TGH3s tem fung&o de regular a sintese de ciclinas e
de ciclinas dependentes de cinase (CDK), podento m atividade de algumas ciclinas,
como a da ciclina E — CDK2 (DIAZ-CHAVEZ#£t al, 2008). Em células normais, a
proliferacdo é regulada por um conjunto de evergoe se desenvolvem de modo
sincronizado que vao convergir na regulacdo doo cgdlular, ou seja, regulacdo do

crescimento mitotico e anti-proliferativo, dessREBECCA & BLOBE, 2005), além de
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preveni a progressao do ciclo celular pela indut@expressdo de proteinas inibitorias de
CDKs como, pl5, p21 e p27, a qual bloqueia ciclima€DKs fosforilando a proteina
Retinoblastoma (pRb) que irA culminar na supresddoexpressdo do gene-myc
(PIETENPOLet al, 1990). Cerca de >85% de todos os canceres hwndasenvolvem
resisténcia aos efeitos epiteliais dos T&F-em alguns canceres 0os mecanismos para a
resisténcia estdo bem definidos, podendo ser dsfeihas proteinas Smad
(predominantemente a Smad4) ou nos receptoregai@cina (PIETENPOIet al, 1990).

O gene da ciclina D1 é amplificado em 20% dos cdsosancer de mama (ELLIOTT &

BLOBE, 2005).

Ha varias evidéncias que indicam que as funcfes TdeBfs dependem da
habilidade desses em sinalizar, inativando prottegnenes e ativando genes supressores
de tumores. Os oncogénese bloqueiam a sinalizagsid @Fgs inibindo a transducéo de

sinal (ELLIOTT & BLOBE, 2005).

Durante a tumorogenese, os T@&-estimulam atividades proteoliticas do tecido
tumoral, propiciando motilidade as células tumoré@ESRUISSEAU et al, 1996),
contudo, um aumento na expressao e nos niveis &g3$@sulta em carcinoma invasivo e

metéstases (MAEHARAL al, 1999).

Segundo Souflet al (2005), o TGH1 é produzido em quantidades basais no
epitélio normal, mas o primeiro passo para a toansi¢do e evolucao das NICs (I, 1l e IlI)
€ uma gradual e intesa expressdao do RNAm dessansafE a expressao dessa citocina
permanece aproximadamente constante entre NIC leequanto que de NIC Il para o

cancer esta aumenta significativamente. Os B&E{S3 sdo co-expressos cdih, mas ndo
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encontraram diferencas no nivel de expressdo asleoéi evolugdo e progressao da lesédo

cervical.

O TGF{31 é expresso no tecido conjuntivo, endotelial e dtepoiético. TGH2 é
expresso no tecido epitelial e células neuronais,oemais importante fator regulador da
diferenciacéo celular. TGE3 é expresso principalmente em células mesenquividid.S
& MAC GUIRK, 2004; DIAZ-CHAVEZ et al, 2008). Dados estes, que reforcam nossos
achados, onde o TGER2 foi a citocina mais freqientemente expressaptantre o grupo
controle quanto entre as pacientes com lesdo etnporém, nessas verificamos um
aumento significativo na expressao dessa cito@naste aumento se torna ainda mais

expressivo nas lesdes de alto grau e invasivas.

Nossos resultados estdo de acordo com os dautaratinde observamos pouca ou
até mesmo auséncia de expressdo dos f$GRas pacientes do grupo controle (cérvix
uterina com epitélio normal), porém um aumento t@me, acentuado e significativo na
expressdo dos TGFt, 2 e 3 a medida que a lesdo cervical evolui,sgmtando portanto,
uma maior propor¢cdo na expressao dessas citocmagupo das pacientes com lesdes

invasivas (Grafico 9).

Cui et al. (1996), sugeriram que durante a tumorogenese o I @A atividade
promotora e supressora ao mesmo tempo, promovesdprassao da resposta imune pela
inibicdo da ativacdo de macroéfagos, proliferagcéimeédo efetora de células T.

Uma distinta subclasse de células T CDéguladoras (Treg) da imunidade
mediada por células poderiam ser ativadas na pgr@sga grandes quantidades de IL-4,
induzindo a producédo de TQH- por essas células nas lesGes desses paciertet\ais

(O'GARRA, STEINMAN & GIJBELS, 1997).
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Recentes trabalhos (BARITAH al.,2007; ALCOCER-GONZALEZt al.,2006)
relacionando a funcdo angiogénica e neo-angiog@oiceGF1 com o nivel de expresséo
dessa citocina imunossupressora em amostras citdgiaas na malignizacado de células
cervicais, demonstram uma estreita associagéo erdumento da expresséo da citocina e
a progressao da lesdo de baixo para alto graup sestd citocina indicada como um
biomarcador neoplasia cervical invasiva.

O tumor, assim como o estroma de células normaacr@fagos, fibroblastos,
mastoécitos) secretam grande variedades de fataresrabcimento, os quais ativa a
neovascularizacdo. A agdo paracrina dos P&Fno estroma das células tumorais, faz
com que estas se infiltrem o que pode ser um nwwande escape dessas frente ao
sistema imune.

Resultados semelhantes aos da literatura forantwalokes no presente trabalho,
porém o TGH mais frequente foi primeiro 82, seguido pel@l ep3. Das 5Sisoformas
descritas, apenas as trés primeiras PG&F2 e 3, sdo expressas em mamiferos. F&SE-

B3 sdo importantes reguladores da diferenciacadaceduafetam o desenvolvimento e a
embriogénese, enquanto os efeitos do P&Festdo mais relacionados com o processo da
inflamacdo (ELLIOTT & BLOBE, 2005). Contudo, os TBB sao citocinas
imunossupressoras e a deficiéncia desta citocide fevar a um processo inflamatorio
grave e a 6bito (SHULEt al, 1990). Os TGHs podem tem ac¢des antagbnicas, inibindo a
expressdo de moléculas MHC classe Il e ativando-dNFN-y e linfotoxina (LT)
(TSUNAWAKI et al, 1988). Portanto, independente da isoforma predmte, os TGF-

Bs favorecem o escape tumoral e conseqientemente@agressao, porém a maioria dos
estudos foram realizados com o TGE-

O aumento na expressdo e nos hiveis dos ff$GkRssociados a resisténcia dos

efeitos dessa citocinas, indica uma progresséao raln® conseqlentemente um pior
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progndstico para pacientes com cancer. De acontidSmmnget al, (2002), niveis elevados
de TGFB1l foram detectados com maior sensibilidade no g0 pacientes com
hepatocarcinoma avancado, contudo, a acao sistéesses fatores do crescimento, pode
talvez, realgadas ou exacerbar outros fatores, aoReator de Necrose Tumorad-(TNF-

o), que favorece a sindrome da anorexia-caquexipogtadores de neoplasias invasivas.

O TGF{31 tem acado supressora sobre macréfagos contrammndteitos do IFN-

na ativacdo da atividade antimicrobiana mediada pe&ido nitrico (NO) e inibindo a
producédo de TNk, e dessa forma poderia contribuir para a perpatuata infeccao
(BERMUDEZ, 1993; GREENet al, 1994). Postula-se que a indugéao precoce do F1GF-
seria essencial para estabelecer o curso da iofea@auséncia de IFN-determinando a
proliferagdo microbiana dentro do macrofago e petéferacdo descontrolada promoveria
o desenvolvimento do padréo de resposta Th2 gqumsén@mda em algumas pacientes com
leséo intraepitelial cervical e neoplasia invasieam inibicdo da resposta Thl (DOWNEY

et al, 2007).

Estudos prévios revelaram que as células T regidatédo potentes inibidores da
resposta imune antitumoral e estdo associadas mgndstico desfavoravel em diferentes
tipos de cancer (WANG, 2006; HIRAOK#t al, 2006; DOWNEYet al, 2007; FECCEt
al., 2007; FUet al, 2007; MIRACCOet al, 2007). Estes trabalhos demonstraram que a
deplecdo de células Treg CDED25 resultou em uma menor taxa de crescimento do
tumor (DOWNEYet al, 2007). Além disso, uma alta prevaléncia de asldl regulatérias
tem sido observada no estroma do adenocarcinontagddico ductal e estas células estéao
fortemente correlacionadas com diversos fatoresmadignidade como: presenca de
metéstases a distancia, grau de proliferacdo celancado e estagio precoce de

metastase linfonodal (HIRAOKAt al, 2006). Alguns estudos também tém observado
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crescente nimero de células Treg no sangue peoiféeé pacientes portadores de
Carcinoma Escamoso Epidermdide de cabeca e pegS8d¢RAUSS BERGMANN &
WHITESIDE, 2007; CHIKAMATSUet al, 2007).

Em diferentes tipos de canceres, o aumento deasélllpositivas para FOXp3,
infiltrando no tumor, esta associado a um pior péstjico. No cancer cervical, no cancer
de ovario, pulméo e em linfomas, o prognésticoanpnciado quando se calcula a média
entre LT CD8, positivo e negativo para FOXp3, infiltrantes nmbr (GJERDRUMet al.,
2007; PIERSMAet al, 2007; PIERSMAet al, 2008).

Diferentes estudos demonstram que ha um balange eélulas TCD8 e CD4
positivas para FOXp3, infiltrando em tumores coroarcinoma hepatico, linfoma de
Hodgkin's e céancer cervical, o que, portanto, destranser um fator independente do
prognostico (KOBAYASHI et al, 2007; GAOet al, 2007; WANG et al, 2007;
JORDANOVAEet al, 2008).

Com base no exposto, torna-se clara a complexigddterogeneidade da resposta
imune as neoplasias cervicais, e evidencia-se artdnria de mais estudos para uma
melhor correlacdo entre as fungbes exatas do patiraitocinas produzidos localmente
com o subsequente curso da lesdo, a capacidadardgemcdo das mesmas para a uma
eventual regressdo tumoral ou inibicdo da progoessa avaliacdo concomitante dos
possiveis componentes das atividades de mecanisfatiges. Mas acreditamos que o
presente trabalho vem contribuir de forma signifieaem relagcdo aos varios aspectos

clinicos e bioldgicos das neoplasias pré-invasivamasivas cervicais.
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7 — Resumo dos Resultados

A citocina mais prevalente dentre os grupos LSIUIABvasivos e controles foi a
IL-10;

Nas Lesdes Intraepitelial Escamosa de Baixo Gr&lL)Lndo houve um perfil de
resposta imune local predominante, a proporcdoeenht2 e Treg foi igual

(35,71%));

Nas Les0Oes Intraepitelial Escamosa de Alto Grall(H&na Neoplasia Invasiva o
perfil de resposta imune local que prevaleceu fdireg, com 58,49% e 68%,
respectivamente;

Houve diferenca estatisticamente significante enmtperfil de resposta imune Treg
e os outros perfis (Thl, Th2 e indeterminado) dm$oos grupos: LSIL, HSIL e
Invasivo;

O perfil de resposta imune local das pacientesralest foi caracterizado como

sendo Thl em 75% das amostras.
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8 — Conclusbes

A Progresséao da leséo € inversamente proporciona¢idil Thl ou seja, a resposta
imune celular é suprimida a medida que ocorre grpssao da neoplasia; Teve

uma reducéo significativa do perfil Thl a medidacera a leséo progridiu;

Houve um aumento do perfil Th2 com relacdo aosro@#®, mas com a progressao

da lesdo este permaneceu estavel,

O perfil Treg teve um aumento constante e signifioaa medida que a lesdo

progridiu;

Com o aumento do grau da leséo cervical, a respostze local se caracteriza em

Tregulatério (Treg).

O desbalanco do padréo de citocinas € que podestarfavorecendo a progressao

das lesdes cervicais.
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O Papilomavirus Humano (HPV) é uma infeccdo comommaulheres em todo o
mundo. Contudo, apenas uma pequena porcentagemlderes, com infeccao persistente
por genotipos oncogénicos de HPV, irdo desenvdasiies intraepiteliais escamosas de
baixo (LSIL) e alto grau (HSIL) podendo progrediar@ o cancer cervical. Os
componentes genéticos e imunoldgicos individuaieqen ser importantes na relagdo
entre a infeccdo persistente pelo HPV e a carcimesgg® A resposta imune é
fundamentalmente importante no desenvolvimento ubesgéo e/ou progresséo do cancer
cervical. Dependendo do padrédo de citocinas prddsziestas podem levar a tolerancia
imunoldgica, inducdo e manutencdo de mecanismos napaiolégicos, como
desenvolvimento das neoplasias intraepitelial cat{NIC) propiciando a evolu¢éo para o
cancer cervical. Portanto, o objetivo desse estoidmacar qual perfil imunologico (Thi,
Th2 ou Treg) poderia estar envolvido nas lesbesaaes de baixo e alto grau e no cancer
cervical. Verificando assim, a expressédo das eoixcilL-2, IL-12, IFNy, TNF-, IL-10,
IL-4, TGFB1, TGF{2 e TGFA3, utilizando a técnica da RT-PCR e posteriormar&€R
com condi¢cdes e primers especificos para cadair@to© estudo foi realizado com
bidpsias de 28 pacientes com lesdes intraepitadialical de baixo (HPV/NIC I), 53 alto
grau (NIC Il e NIC Ill), 25 com cancer (InvasivoP8 mulheres normais (grupo controle),
ou seja, sem lesdes do colo do uUtero induzidas lHBM. As bidpsias foram realizadas
somente na presenca de zona transformacdo ancefaalgiposcopia, estas foram inclusa
em 1 mL de Trizol, para a extracdo do DNA e RNAdd® as amostras de RNA foram
submetidas a RT-PCR pafaactina e citocinas. O DNA foi utilizado para pesqude
HPV 16 e/ou 18 utilizando a técnica de PCR. Ap&C® as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida e coradasngoato de prata. A idade das mulheres
gue participaram do estudo variou entre 16 a 78 dn@dia=31,73 anos), no grupo
daquelas que apresentavam lesdes cervicais, e68%n0s (média=48,6 anos) no grupo
controle. Todas as amostras com lesdes cervigasiteoles foram submetidas a RT-PCR
para B-actina como controle das reacdoes e 100% delas cstraram positivas. A
amplificacdo do IFNs e da IL-2 foram positivas em 21 (19,81%) paciem@s lesdes
cervicais sendo que para o IFN6(21,43%) eram do grupo LSIL, 8 (15,10%) HSIL e 7
(28%) cancer cervical. Para a IL-2, 3 (10,71%)darparte do grupos LSIL, 14 (26,42%)
HSIL e apenas 4 (16%) eram do grupo de lesbesiras@ No grupo controle apenas 1
(5%) paciente do grupo controle foi positiva pdfidy e 6 (30%) para a IL-2. Tiveram 34
(32,08%) amostras positivas no grupo das paciesuss lesdes cervicais para a IL-12,
sendo que, 7 (25%) eram do grupo LSIL, 22 (41,5H%)L e 5 (20%) tinham cancer
cervical. No grupo controle 12 (60%) amostras forpositivas para essa citocina
(p=0,0174). Para o TNE&-39 (36,79%) pacientes com lesdes cervicais forasttipas
para esta citocina, sendo que, 9 (32,14%) eramrdpogLSIL, 27 (50,94%) HSIL e
somente 3 (12%) no grupo de lesdes invasivas. Npogcontrole 14 (70%) pacientes
foram também positivas para esta citocina (p=0,0088L-10, 81(76,42%) amostras do
grupo das pacientes com lesdes cervicais forantiyassi destas 19 (67,86%) eram do
grupo LSIL, 39 (73,58%) HSIL e 23 (92%) do grupc gavasivos. No grupo controle 17
(85%) pacientes apresentaram positividade para@IlAlLL-4 apresentou expressdo em 30
(28,30%) pacientes do grupo com lesdes cervicastad 10 (35,71%) tinham LSIL, 14
(26,42%) HSIL, e 6 (24%) cancer cervical, soment€l@b6) amostras controles foram
positivas para tal citocina. Para o TGE-48 pacientes (45,28%) apresentaram expresséo,
sendo 11 (39,29%) LSIL, 25 (47,17%) HSIL e 12 (48%ja cancer cervical, enquanto
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gue nenhuma amostra controle foi positiva (p=0,p0@hra o TGH2, 61 (57,55%)
amostras foram positivas para o grupo das pacientedesdes cervicais, destas, 14 (50%)
eram do grupo LSIL, 30 (56,60%) HSIL e 17 (68%) agncervical, apenas 2 (10%)
amostras do grupo controle foram positivas para @gicina (p<0,0001). Com relagao ao
TGF3, 35 (33,02%) pacientes foram positivas, sendd786%) LSIL, 16 (30,19%)
HSIL e 14 (56%) com cancer cervical. Todas as amestontroles foram negativas para
esta citocina (p<0,0001). Entdo, ao analisarmoserdil pde resposta imune local das
pacientes com lesfes induzidas pelo HPV em relasdpacientes controles, pode-se
observar que somente 11 (10,38%) das 106 pacieatedesdes apresentaram perfil do
tipo Thl, j4 as pacientes controles 15 (75%) dafassentaram este perfil (p<0,0001). O
perfil Th2 foi determinado em 30 (28,30%) paciertes) lesbes e em apenas 2 (10%) das
pacientes controles (p=0,0846). Com uma difereittganante significante (p=0,0002) o
perfil Treg foi caracterizado em 58 (54,72%) pai@srcom lesdes induzidas pelo HPV e
em apenas 2 (10%) pacientes controles. Apenas@%®,pacientes com lesdes e 1 (5%)
paciente controle foram caracterizadas como umil gadeterminado (p=0,7873). As
pacientes que apresentaram perfil indeterminadorf@quelas que apresentaram apenas a
expressao da citocina IL-10, que, portanto ndo & eitocina caracteristica de nem um dos
trés perfis analisados, podendo esta apresentemsseiada ao IFN-e caracterizar o perfil
Thl, associada a IL-4 caracterizando o perfil Thzassociada aos TQ¥Fearacterizando,
neste caso, um perfil de resposta imune Treguta{dineg).Conclusfes:A citocina mais
prevalente dentre os grupos LSIL/HSIL/ Invasivosoatroles foi a IL-10)Nas Lesdes
Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau (LSIL) naaveum perfil de resposta imune local
predominante, pois a propor¢cdo entre Th2 e Tregidoal (35,71%);Nas Lesdes
Intraepitelial Escamosa de Alto Grau (HSIL) e naplasia Invasiva o perfil de resposta
imune local que prevaleceu foi o Treg, com 58,49%88&0, respectivamentdiouve
diferenca estatisticamente significante entre dilp# resposta imune Treg e 0s outros
perfis (Th1, Th2 e indeterminado) de todos os gsup&IL, HSIL e InvasivoQO perfil de
resposta imune local das pacientes controles faicterizado como sendo Thl em 75%
das amostrasgom o aumento do grau da lesdo induzida pelo HR¥s@osta imune local
se caracteriza em Tregulatorio (Treg).

Palavras-Chave Neoplasia Intraepitelial Cervical, LSIL, HSIL, @&r Cervical,
Citocinas, Perfil da Resposta Imune.
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The Human Papillomavirus (HPV) infection is commianvomen worldwide. However,
only a small percentage of women with persistefeciion by oncogenic genotypes of
HPV, will develop low squamous intraepithelial s (LSIL) and high grade (HSIL) can
progress to cervical cancer. The individual immogalal and genetic components appear
to be important in the relationship between peesisHPV infection and carcinogenesis.
The immune response is fundamentally importanhéndevelopment, maintenance and/or
progression of cervical cancer. Depending on theepaof cytokines produced, they can
lead to immune tolerance, induction and maintenaf@@munopathological mechanisms,
such as development of cervical intraepithelial ptesia (CIN) leading to changes to
cervical cancer. Therefore, the objective of thigdg was mapping which immunological
profile (Thl, Th2 or Tregulatory - Treg) could bevolved in cervical lesions of low and
high grade and in cervical cancer. Noting this, élxpression of cytokines: IL-2, IL-12,
IFEN-, TNF-a, IL-10, IL-4, TGF1, TGFf32 and TGF3, using the technique of RT-PCR
and subsequent PCR with the conditions and prispsific for each cytokine. The study
was performed with biopsies of 28 patients withvizl intraepithelial lesions of low
(HPVICIN 1), 53 high grade (CIN Il and CIN I1lI), 2&ith cancer and 20 normal women
(control group), or without lesions of the cerviaused by HPV. The biopsies were
performed only in the presence of abnormal tramsé&ion zone for colposcopy, these
were included in 1 mL of TRIzol for extraction ofNR. All RNA samples were subjected
to RT-PCR for B-actin and cytokines. After PCR the samples werbjested to
electrophoresis on a polyacrylamide gel and staibgdsilver nitrate. The age of the
women who participated in the study ranged fromtd.80 years (mean = 35.2018.31
years), the group of those who had cervical lesiand 30 to 80 years (mean = 48.8.89
years) in the control group. All samples with cealilesions and controls were subjected
to RT-PCR forp-actin as control of reactions and 100% of themewpositive. The
amplification of IFNy and IL-2 were positive in 21 (19.81%) patientshwaervical lesions
for which the IFNy: 6 (21.43%) were LSIL group, 8 (15.10%) HSIL an@28%) cervical
cancer. For IL-2, 3 (10.71%) groups were part ofLL.S4 (26.42%) HSIL and only 4
(16%) were the group of invasive lesions. In thatad group only 1 (5%) patient in the
control group was positive for IFN-and 6 (30%) for IL-2. Had 34 (32.08%) positive
samples in the group of patients with cervicaldasito the IL-12, where 7 (25%) were
LSIL group, 22 (41.51%) HSIL and 5 (20%) had ceaVicancer. In the control group 12
(60%) samples were positive for this cytokine (84G4). For the TNk 39 (36.79%)
patients with cervical lesions were positive foistbytokine, and, 9 (32.14%) were LSIL
group, 27 (50.94%) HSIL and only 3 (12% ) in thewgy of invasive lesions. In the control
group 14 (70%) patients were positive for this &yte (p=0.0058). The IL-10, 81
(76.42%) samples of the group of patients with icaiesions were positive, of these 19
(67.86%) were LSIL group, 39 (73.58%) HSIL and 22%) the invasive group. In the
control group 17 (85%) patients were positive to1lD. The IL-4 showed expression in 30
(28.30%) patients in the group with cervical lesiothese 10 (35.71%) had LSIL, 14
(26.42%) HSIL, and 6 (24%) cervical cancer; onl§12%) control samples were positive
for this cytokine. TGH1 for the 48 patients (45.28%) showed expressiomjewll
(39.29%) LSIL, 25 (47.17%) HSIL and 12 (48%) fonaeal cancer, whereas no control
sample was positive (p=0.0001). For the TEF-61 (57.55%) samples were positive for
the group of patients with cervical lesions, ofsie14 (50%) were LSIL group, 30
(56.60%) HSIL and 17 (68%) cervical cancer, onlfl@%) samples of the control group



96

were positive for this cytokine (p<0.0001). Witlspect to TGH3, 35 (33.02%) patients
were positive, and 5 (17.86%) LSIL, 16 (30.19%) HSInd 14 (56%) with cervical
cancer. All control samples were negative for tyokine (p<0.0001). So, when we look
at the profile of local immune response of patiemtd lesions caused by HPV for patients
controls, you can see that only 11 (10.38%) of faéents with lesions showed Thl-type
profile, since the patients controls 15 (75%) arthhad this profile (p<0.0001). The Th2
profile was determined in 30 (28.30%) patients vieions and in only 2 (10%) of control
patients (p=0.0846). With a highly significant diftnce (p=0.0002) the delivery profile
was characterized in 58 (54.72%) patients witlholesiinduced by HPV and only 2 (10%)
control patients. Only 7 (6.60%) patients with des and 1 (5%) control patients were
characterized as an indeterminate profile (p =TBY8The patients who had indeterminate
profile were those that showed only the expressioaytokine IL-10, which therefore is
not characteristic of a cytokine or one of the ¢hpeofiles analyzed, which may present
themselves associated with IFNand characterize the Thl profile, associated WWitd
characterizing the profile associated with Th2 di@eF-s characterized, in this case, a
profile of immune response Tregulatory (Treg). Gosions: The squamous intraepithelial
lesions of low-grade (LSIL) there was a profilegEédominant local immune response,
because the proportion of Th2 and delivery was eduaquamous intraepithelial lesions
of high grade (HSIL) and Invasive Neoplasia in phefile of response local immune that
prevailed was the delivery. The profile of immumsponse of patients local control was
characterized as Thl Increasing the degree ofyininduced by HPV, the immune
response is characterized by local Tregulatory.

Key-Words: Cervical Intraepithelial Neoplasia, LSHSIL, Cervical Cancer, Cytokines,
Perfil of Respost Immune
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisador Responsavel: Bethanea Crema Peghini

PP abaixo
assinado juntamente com um dos pesquisadoresyaeetalido ou ouvido, e compreendido
totalmente o presente termo do meu consentimemgogaaticipacdo como voluntario (a) nessa
pesquisa que tem por objetivo pesquisar a cura@aémncer do colo do utero. Eu concordo
com 0s seguintes itens:

1- Estou participando de minha livre e espontamedade de uma pesquisa para caracterizar a
resposta imune no colo do utero frente a uma lggégode desenvolver um cancetr;

2- Nenhum tipo de pagamento sera feito pela mirdricppacdo como voluntario (a) nessa
pesquisa, e 0s pesquisadores ndo tém qualquemsadyladade sobre problemas pessoais de
qualquer tipo em consequéncia da participagdo s@uEs, a ndo ser sobre problemas médicos
gue possam surgir por causa da pesquisa;

3- Autorizo a coleta de um fragmento de tecido do n@a uterino (bidpsia);

4- Sera coletado a biopsia por meio de uma pindarmmn ocorrer sangramento. A coleta sera
feita por um médico ginecologista, sendo que exteld coletado na biopsia sera utilizado
para realizagdo da RT-PCR que € um tipo de exame;

5- Quando os exames estiverem prontos, poderenfeemado (a) detalhadamente sobre os
resultados;

6- Toda informacdo médica ou resultado obtido semdatidos em sigilo, e as publicacdes
cientificas sobre os mesmos serao feitas de modo aentificar a pessoa examinada;

7- Entendo que poderei ndo ter qualquer benefe® participacdo nessa pesquisa, a nao ser o
da realizacdo da RT-PCR que indicara quais as citoasiavam sendo expressas no
fragmento de biopsia;

8- Tenho assegurado o direito de abandonar a ipag&o nessa pesquisa a qualquer
momento, sem qualquer conseqiiéncia ou prejuizorpmna bastando para isto comunicar o
meu desejo aos pesquisadores.

Uberaba, de de

Voluntario (a), ou responsavel legal.

Pesquisador responsavel, ou Pesquisador colabotabpesq.33136121/ CEP-telf:3318-55595



ANEXO 2

Protocolo de Padronizacao das Citocinas §-actina

*Ciclos:
1-94°C ... 5 minutos
2-94°C........... 40 segundos
3-TA ... 45 segundos i
35 a 40 ciclos*
4-72°C............ 45 segundos
5-72°C............ 10 minutos
6- 16°C....iieiieeeeeennn. 0

1) IFN-y: 40 ciclos*, [cDNA] = 100ng e temperatura de anelamento = 55°C

o Tampao 10X .......ccoevviiiiiiinininne, ul5
e MgCL50 MM.....oooiiiiiiiiiis b
o ONTP 10MM....covvveiiiiieiee. 0,82
o Primer F1I0UM......ccocoiiiiiiiiiiiiiieee AL
o PrimerR1IQUM.......oooiiiiiiiin, AL
o CDNA 100MG...cimmmmmririiiiieieeee e Ll
o TagqS ULl Oy

e Agua ultra pura (injecéo) g.s.p.......... {50
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2) B-actina: 35 ciclos*, [cDNA] = 100ng, temperatura de anelamento = 64°C e KClI

48 mM

Tampao 10X ..o an
MgCl 50 MM.......cccoiiiee 015
ANTP 10MM....oovoveecceieeceeee 0,46
Primer F 1QuM......ooovvviiiiiiiiiin] AL
Primer R 1QuM.......ccccoiiiiiiiiiiiieeeeee AL
CDNA 100MQ...cciiiiiiiiririiiii e Ll
Tag S5 UliL..ooeiiiiiiiie, Oy
KCI48 MM....ooeiveeeeeeeeeseerre 1,6L
Agua ultra pura (injec&o) g.s.p.......... 145

3) IL-2 e IL-12: 40 ciclos*, [cDNA] = 100ng e temperatura de anelamento = 66°C

Tampao 10X ..o an
MgCl 50 MM......cccciiieee 015
ANTP 10MM....oovoveecceeeceeeee 0,6
Primer F 1QuM......ooovveiiiiiiiiiiii] AL
Primer R 1QuM.......ccocoiiiiiiiiiieieecee AL
CDNA 100MQ...cciiiiiiiiririiiiii e Ll
Tag S5 UliL..eoeiiiiiiiii, Ok

Agua ultra pura (injec&o) g.s.p.......... 145
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4) TGF-B3: 40 ciclos*, [cDNA] = 200ng e temperatura de anelamento = 61,2°C

o Tampao 10X .......coooeviiiiiiiiiiiiieiee an
e MgCL50 MM.....coooiiiiiiiiis 015
o ANTP 10MM....covvveriicieien. 0,6
o Primer FLI0UM......ccooiiiiiiiiiiiiieee AL
e PrimerR1IQUM........ooiiiiiiiiins AL
® CDNA 200M0...ccmmmmmririiiiiiiiieeeeieeeeee L2
o TagS ULl Ok
e Agua ultra pura (injecéo) g.s.p.......... 145

5) IL-10: 40 ciclos*, [cDNA] = 100ng e temperatura de anelamento = 58°C

o Tampao 10X .......coooeiiiiiiiiiiririeieee an
e MgCL50 MM.....coooiiiiiiiiis 015
o ONTP 10MM....covvvviiiiieien. 0,6
o Primer FLI0UM......ccooiiiiiiiiiiiieee AL
o PrimerR1IQUM........cooiiiiiiiiiin, AL
e CDNA 100MG...ccmmmmmririiiiiiiieeeeeeeeeee Ll
o TagSUlL..oiiiiiiiiiiieeeeeee Ok

e Agua ultra pura (injecio) g.s.p.......... 145
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6) IL-4: 40 ciclos*, [cDNA] = 100mg e temperatura de anelamento = 56°C

7) TGF-B2

Tamp&o 10X ... an
MgCl 50 MM......cccoiiieee 015
ANTP 20MM....cvoveveeeeeeeeeeeeee e 0,16
Primer F 1QuM......ooovvviiiiiiiiiiin] AL
Primer R 1QuM.......ccccoviiiiiiiiiiieeceee AL
CDNA 100MQ...cciiiiiiiiiiiiiiiii e Ll
Tag S5 UliL..eoeiiiiiiiii, Ok
Agua ultra pura (injec&o) g.s.p.......... 145
: 40 ciclos*, [cDNA] = 200ng e temperatura de anelamento = 60,4°C

Tamp8o 10X ... an
MgCl 50 MM......cccooiiieee, 015
ANTP 10MM....oovoveecceeeceeeee 0,6
Primer F 1QuM......ooovvviiiiiiiiiiiin] AL
Primer R 1QuM........cccoviiiiiiieiiieeeeee AL
CDNA 200M0...cciiiiiiiiiiiiiiiii e L2
Tag S UliL..eoeeiiiiiii, Ok

Agua ultra pura (injec&o) g.s.p.......... 145
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8) TGF-B1: 40 ciclos*, [cDNA] = 200ng, temperatura de anelamento = 55°C e KCI

45 mM
o Tampao 10X .......coooiviiiiiiiiiirieieiee an
e MgCL50 MM.....cooiiiiiiiiiis 015
o ANTP 10MM....covvvviicieie. 0,46
o Primer FLI0UM......ccooiiiiiiiiiiiiieee AL
o PrimerR1IQUM........cooiiiiiiiiiiin, AL
o CDNA 200M0...cimimmmririiiiiiiieeee e L2
o KCI45mMM....ocooiiiiiiiiiiiii, 1,61
o TagS ULl Ok
e Agua ultra pura (injecéo) g.s.p.......... 145

9) TNF-a: 40 ciclos*, [cDNA] = 100ng, temperatura de anelamento = 73°C

o Tampao 10X .......coooeviiiiiiiiiriiiniee an
e MgCL50 MM.....oooiiiiiiiiiis 015
o ANTP 10MM....covivviiiieien. 0,6
o Primer F10UM......ccooiiiiiiiiiiiiieee AL
o PrimerR1IQUM.......oooiiiiiiiiiins AL
© CDNA 100MG...cimmmmmririiiiiieieeee e Ll
o TagSUlL..ooiiiiiiiiiiieeeeeee Ok

e Agua ultra pura (injecéo) g.s.p.......... 145
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Perfil da
Amostras Citocinas Expressas Resposta
Imune
Ne RG da .
) Biépsia IL-2 IL-12 TNF-a IFN-g IL-4 IL-10 TGF-b1 TEb2 TGF-b3 TH
amostra paciente
B06-2428 =
33 RG-101793 TNF-a TH1
METAPLASIA
B06-3151 =
34 RG-483306 IL-12 IL-4 IL-10 TH2
METAPLASIA
B06-4511 =
35 RG-51848 IL-12 IFN-g IL-4 IL-10 TGF-b1 TGF-b2 TGF-b3 TH2
METAPLASIA
B05-6033 =
46 RG-3927 IL-4 IL-10 TGF-bl TH2
METAPLASIA
B06-4621 =
47 RG-250242 IFN-g IL-4 IL-10 TGF-b1 TGF-b2 TH2
METAPLASIA
B07-1783 =
52 RG-252093 IL-2 IL-4 IL-10 TGF-bl TGF-b2 TGF-b3 TH2
METAPALSIA
B06-2006 =
58 RG-298785 IL-12 TH1
METAPLASIA
B06-4525 =
71 RG-12161 TNF-a TGF-b2 Treg
METAPLASIA
B07-1750 =
76 RG-143569 TNF-a TGF-bl Treg
METAPLASIA
B07-3247 =
83 RG-384121 IL-10 INDET
METAPLASIA
B06-0910 =
53 RG-164070 | METAPLASIA IFN-g IL-10 TH1
+ ASCUS
B06-0955 =
4 RG-341772 IL-2 IL-12 TNF-a TH1
HPV
B05-6629 =
7 RG-241036 IL-12 TNF-a TGF-bl TGF-b3 Treg
HPV
B06-9656 =
30 RG-287018 IL-10 TGF-b2 TGF-b3 Treg
HPV
B04-4116 =
36 RG-103156 IL-10 TGF-b2 Treg
HPV
B05-4843 =
40 RG-465867 IL-4 IL-10 TGF-bl TGF-b2 TH2
HPV
B07-3247 =
54 RG-384123 IL-4 IL-10 TGF-bl TGF-b2 TH2
HPV
B07-0438 =
73 RG-375891 IL-10 INDET
HPV
B07-4064 =
87 RG-20998 HPV IL-10 TGF-b2 Treg
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B05-5100 HPV
1 RG-144005 IFN-g TGF-bl TGF-b2 Treg
+NIC |

B06-0701 =

3 RG-209605 TNF-a TH1
HPV + NIC |
B06-0551 =

8 RG-489974 TNF-a IFN-g TGF-bl Treg
HPV +NIC |
B06-0551 =

29 RG-489974 IL-4 IL-10 TGF-b2 TH2
HPV + NIC |
B06-0764 =

31 RG-223926 IL-2 IL-12 IFN-g IL-4 IL-10 TGF-bl TGF-b2 TGF-b3 H2
HPV + NIC |
B06-4515 =

32 RG-223926 IL-12 IL-4 IL-10 TH2
HPV + NIC |
B07-1934 =

77 RG-179576 TNF-a IL-10 TGF-b2 Treg
HPV + NIC |

80 RG- NIC | TNF-a IL-10 TH1
B06-6018 =

88 RG-76427 IL-10 TGF-b2 Treg
HPV + NIC |

Amostras com Leséao Intraepitelial Escamosa de AltGrau (HSIL)

Perfil da
Amostras Citocinas Expressas Resposta
Imune
No RG da o TGF- | TGF- | TGF-
] Bi6psia IL-2 IL-12 | TNF-a | IFN-g | IL-4 | IL-10 TH
amostra | paciente bl b2 b3
RG- B05-4997 = HPV +
5 2881 NIC I IL-2 IL-12 | TNF-a IFN-g TH1
RG- B05-5489 = HPV +
2 412712 NIG I IL-12 | TNF-a IL-10 TH1
RG- B05-6052 = HPV + TGF-
9 278219 NIC II TNF-a IL-10 1 g Treg
RG- B05-4864 = HPV + TGF-
10 505606 NIC Il IL-2 TNF-a b3 Treg
RG- B06-0762 = HPV + TGF-
15 465913 NIG I IL-12 | TNF-a IL-10 b2 Treg
RG- B06-1227 = HPV + TGF- | TGF-
18 49214 NIC I IL-12 | TNF-a IL-10 b1 b2 Treg
RG- BO4-4381 = HPV +
37 221687 NIC IL-12 IL-10 TH1
RG- B05-4997 = HPV +
41 2051834 NIC I IL-4 IL-10 TH2
RG- B04-1468 = HPV +
42 75401 NIC I IL-4 IL-10 TH2
RG- B04-1746 = HPV + TGF-
44 482286 NIC I IL-4 IL-10 b1l TH2
RG- B04-4378 = HPV +
45 412712 NIC I IL-12 IL-4 | IL-10 TH2
RG- B07-4377 = HPV + TGF- | TGF-
55 512300 NIC Il IFN-g bl b2 Treg
RG- B07-3950 = HPV + TGF- | TGF-
56 487386 NIC I IL-4 IL-10 b1l b2 TH2
RG- B07-4377 = HPV +
84 512300 NIC I IL-10 INDET
85 RG- B07-3950 = HPV + TGF- Tre
487386 NIC Il b2 9
RG- B07-1472 = HPV +
96 402574 NS IL-10 INDET
RG- B05-5256 = HPV TGF-
11 268148 NI IL-12 | TNF-a IFN-g b3 Treg
RG- B05-5413 = HPV + TGF- | TGF-
12 135240 NIC 111 IL-12 | TNF-a b1 b2 Treg




105

13 RG-5633 BOS_SS?CSG HPV + TNF-a IL-10 TEZF' TbGsF' Treg
14 4;;%'69 BO:E(SE \|/: ;:Z ;V : IL-12 | TNF-a | IFN-g IL-10 Tgl':' TEZF' TbGsF' Treg
6 4;;%15 805'5,\?%’ Iﬁ HPV+ IL-12 | TNF-a | IFN-g Tgl':' Treg
16 153%'7 4 806'1’3 Ilé Iﬁ HPV + IL-12 | TNF-a TSZF' Treg
17 5?(?1'59 BOG'OI\?FC?’IE HPV + IL-12 | TNF-a IL-10 Tgl':' TEZF' Treg
20 459%'5 4 Boe'll\?l‘glﬁ HPVHL 2 IL-12 IL-10 TEZF' TbGsF' Treg
21 558(33'3 4 806-3’\(1)|2é9 Iﬁ HPVH L 12 IL-12 IL-10 TSZF' TbG3F' Treg
22 35:37'60 Boe-sdlzésli HPVH L 12 IL-12 | TNF-a TEZF' TbGsF' Treg
23 452(33'61 804'2,\?%’ Iﬁ HPVH L 12 TNF-a IL-10 Tgl':' TEZF' TbGsF' Treg
24 3;?8'62 804'4,3201; HPV=1 12 IL-12 | TNF-a IL-10 TEZF' TbGsF' Treg
25 158%'08 804'4,\?707 Iﬁ HPV+ IL-12 | TNF-a IL-10 TEZF' TbGsF' Treg
27 4;{5(31'0 4 804'3’31(:1; HPVHL 12 IL-12 | TNF-a IL-10 Tsl':' Treg
28 157(37'30 804'6,\%%3; HPV + TNF-a IL-10 Tgl':' TEZF' Treg
38 4;{2(3758 B04-6020 = NIC IlI TNF-a IL-10 Tgl':' Treg
39 5%;3?;9 B00-2221 = NIC IlI TNF-a TH1
43 259(?{63 ME"BI'OA4F;54AI5§|; + IL-12 IL-4 | IL-10 TEZF' TbGsF' TH2
NIC I
48 5?9%;10 Ej?g-gf—,\%?;%gs;; IFN-g [ IL-4 | IL-10 TEZF' TH2
57 1;{(%'68 B07-4063 = NIC IlI IL-2 IL-4 | IL-10 Tsl':' TSZF' TH2
60 2?4&)-58 B07-3226 = NIC IlI IL-2 IL-12 IL-4 | IL-10 Tgl':' TbGsF' TH2
64 352(37'09 B05-4339 = NIC IlI IFN-g | IL-4| IL-10 TEZF' TbGsF' TH2
4 5(?51-74 BO?llr\iGc?ﬁ " TNF-a IL-4 Tt?lF- Tt?zF- TH2
75 251%'73 807-1&4(:1; HPV + TNF-a IL-10 Tgl':' Treg
78 3;3%'3 4 807'1,\??(:2; HPV + TNF-a IL-10 TEZF' TbGsF' Treg
81 33(532'0 807'3,\%451; HPV + TNF-a IL-10 THL
86 1;{(%;38 B07-4063 = NIC Il IL-10 TEZF' Treg
92 12:37'08 B06-3856 = NIC IlI IL-12 IL-10 Tsl':' Treg
93 352(37'09 B05-4339 = NIC IlI IL-10 Tgl':' Treg
94 2?4&)-58 B06-3226 = NIC IlI IL-10 Tgl':' Treg
95 253(;3;30 B05-2489 = NIC Il| IL-10 INDET
103 RG NIC Il IL-12 IL-4 | IL-10 Tsl':' TSZF' TH2
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Perfil da
Amostras Citocinas Expressas Resposta
Imune
No RG da - TGF- | TGF- | TGF-
i Bi6psia IL-2 | IL-12 | TNF-a | IFN-g | IL-4 | IL-10 TH
amostra | paciente bl b2 b3
RG- B04-5422 = HPV + TGF- | TGF-
26 216047 ADENO IL-2 | IL-12 | TNF-a b2 b3 Treg
RG- B06-2099 = TGF- TGF-
59 142189 | ADENOCARCINOMA IL-12 IFN-g | IL-4 | 1L-10 b1l b3 TH2
RG- B05-4388 = TGF-
61 80072 | ADENOCARCINOMA IL-12 IFN-g | IL-4 | IL-10 b3 TH2
BO-
62 5?4?3-17 ADENOCARCINOMA IL-10 Tgl':' TbGZF' Treg
INVASOR
RG- B04-5422 = NIC Il + TGF- | TGF- | TGF-
68 216047 ADENO IL-10 1 T b2 b3 Treg
B05-4388 =
69 8%337'2 ADENOCARCINOMA TbGsF' Treg
INVASOR
RG-
90 148189 | ADENOCARCINOMA IL-10 INDET
RG- B07-1473 = TGF- TGF-
98 173451 | ADENOCARCINOMA IFN-g IL-10 1 b3 Treg
B07-1474 =
99 3?2%'76 ADENOCARCINOMA IL-10 TbGZF' Treg
GRAU IV
RG- B04-3187 = Ca TGF-
49 486492 INVASIVO -4 IL-10 b2 TH2
RG- B06-3228 = Ca TGF- | TGF- | TGF-
63 72017 INVASOR IL-2 IFN-g | IL-4 | IL-10 bl b2 b3 TH2
RG- TGF- | TGF-
65 293656 Ca INVASOR IL-2 IFN-g | IL-4| IL-10 b2 b3 TH2
66 RG- Ca INVASOR IL-4| IL-10 TbGZF' TbGsF' TH2
TGF- | TGF- | TGF-
67 RG Ca INVASOR IL-2 IL-10| 7 b2 b3 Treg
RG- TGF-
72 17825 Ca INVASOR IL-10 b1 Treg
RG- B07-2059 Ca TGF- | TGF- | TGF-
& 55284 INVASIVO TNF-a IL-10 1 T b2 b3 Treg
RG-
82 18005 | HPV+CalINVASIVO IL-10 INDET
RG- B07-3952 = Ca TGF- | TGF-
89 514317 INVASIVO IL-10 b2 b3 Treg
RG- B06-3228 = Ca TGF-
91 74017 INVASIVO IL-12 IL-10 1 T Treg
RG- TGF- | TGF-
100 293656 Ca INVASIVO IFN-g IL-10 b1 b2 Treg
101 RG Ca INVASIVO IL-10 | TGF | TGF Treg
b1l b2
102 RG Ca INVASIVO IL-10 TbGZF' Treg
114 RG Ca INVASIVO IL-12 | TNF-a| IFN-g IL-10 th)le- TE‘ZF' Treg
TGF- | TGF-
115 RG Ca INVASIVO IL-10 b2 b3 Treg
116 RG Ca INVASIVO IL-10 TbGZF' TbGsF' Treg
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Perfil da
Amostras Citocinas Expressas Resposta
Imune
N° RG da o TGF- | TGF- TGF-
) Bi6psia IL-2 IL-12 TNF-a IFN-g IL-4 IL-10 TH
amostra | paciente bl b2 b3
1C RG- LEIOMIOMA TNF-a IL-10 TH1
481745
RG- B06-1745 =
2C 17986 LEIOMIOMA IL-12 | TNF-a TH1
RG- B06-1709 = TGF-
¢ 5665 LEIOMIOMA IL-12 | TNF-a b2 Treg
RG-
4C 11068 LEIOMIOMA IL-12 TNF-a IFN-g IL-10 TH1
RG-
5C 491184 LEIOMIOMA IL-2 IL-12 TNF-a TH1
RG- TGF-
6C 426821 LEIOMIOMA IL-2 TNF-a IL-10 b2 Treg
7C RG LEIOMIOMA IL-2 IL-12 IL-4 IL-10 TH2
8C RG LEIOMIOMA IL-2 TNF-a IL-10 TH1
9C RG LEIOMIOMA IL-2 IL-10 TH1
10C RG LEIOMIOMA IL-10 INDET
11C RG LEIOMIOMA IL-12 IL-10 TH1
12C RG LEIOMIOMA TNF-a IL-10 TH1
13C RG LEIOMIOMA TNF-a IL-10 TH1
14C RG LEIOMIOMA TNF-a IL-4 IL-10 TH2
15C RG LEIOMIOMA IL-12 TNF-a IL-10 TH1
16C RG LEIOMIOMA IL-12 TNF-a IL-10 TH1
17C RG LEIOMIOMA IL-2 IL-12 IL-10 TH1
RG- B06-1915 =
18C 70200 LEIOMIOMA IL-12 TNF-a IL-10 TH1
RG- B06-1766 =
oc 467397 LEIOMIOMA IL-12 IL-10 TH1
RG- B06-1868 =
20C 511298 LEIOMIOMA IL-12 TNF-a IL-10 TH1
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ANEXO 4

Géis representativos da Expresséo das Citocinas Hefdas

B-ACTINA
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1 2 3 4 5 & 7 8 % 10

Fotografias de gel de eletroforese em poliacrilamal 10% corado com nitrato de prata para
andlise dos produtos da PCRPrimer:f-actina (PM=311pb)Fotos A, B e C:coluna 1, marcador
de pares de base DNA 50 bp; colunas 2 a 10 amastina®lesfotos D, E e F coluna 1, marcador
de pares de base DNA 50 bp; colunas 2 a 10 amgsi@sntes LSILFotos G, H, I, J, L, M,
coluna 1, marcador de pares de base DNA 50 bpnasl@ a 10 amostras pacientes H&htos N,

O, P, coluna 1, marcador de pares de base DNA 50 Hpna® 2 a 10 amostras do grupo das
pacientes com les@es invasivas coluna.

Alguns géis das outras citocinas avaliadas estagresentados a seguir.

IL-2

457 phb 457 ph
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444 ph
350 ph
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321 pb
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IL-10
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350pb
300ph
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ANEXO 4

TGE-B1

TGE-B3
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Comparacao do Nivel de Significancia Estatistica ¢éne as Citocinas Expressas pelas
Pacientes Controles e aquelas com Diferentes Grads Leséo

Tabela 1: Comparacao entre as Citocinas Expres$as pacientes do Grupo Controle

Significancia p<0,05

Amostras  Control TGF- TGF-
L2  IL-12  TNF-a IFN-y IL-10  IL-4 TGE-
/ S ) T R e 1
0 0 0 0
Citocinas (%) o) (%) w oy P
612
IL-2 : . 00114 00375 00004 - 00079 -  0,0079
(30)
127 20,000 20,000
IL-12 : : - 00002 - 00009 0,0009
(60) 1 1
472 0,011 20,000 20,000 20,000
TNF-o. . : - 0,0001 0,0001
(70) 4 1 1 1
172¢ 0,03 0,000 20,000
IFN-y 0,0002 : : : : :
) 5 1 1
o T oo 20,000 <0,00( <0,00( <0,00 _<0,00(
(85) 4 1 1 1 1 1
272 20,000
IL-4 - 00009 00001 @ - : : : :
(10) 1
02C 0,000 <0,00( <0,00( 20,000
TGF-B1 . . . . .
©) 9 1 1 1
272 20,000
TGF-B2 - 00009 00001 @ - : i i i
(10) 1
02C 0,000 <0,00( <0,00( 20,000
TGF-B3 . . . . .
©) 9 1 1 1
20720
TOTAL

(100)
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Tabelas do Nivel de SignificAncia Estatistica (p&,005) das Citocinas Expressas pelas
Pacientes Controles e aquelas com Diferentes Grads Leséo

Tabela 2: Comparacao entre as Citocinas Expres$as pacientes do Grupo LSIL

Significancia p<0,05

Amostras/ LSIL  IL-2  IL-12 TNF-a IFN-y IL-10  IL-4 TGF-BL TGF-p2 TGF-B3

Citocinas (%) (%) (%) (%) (%) )  ®) (%) (%) %)
3/2¢

IL-2 - - - - <0,0001 0,0267 - 0,0136  0,0014
(10,72)
712¢

IL-12 - - - - 0,0013 - - 0,0500 -
(25)
o/2¢

TNF-a - - - - 0,0075 - - - -
(32,14)
6/2¢

IFN-y - - - - 0,0005 - - 0,0257 -
(21,43)
10/2¢

IL-10 <0,0001 0,0013 0,0075 0,0005 - 0,0161  0,0321 - 02,00
(67,86)
10/2¢

IL-4 0,0267 - - - 0,0161 - - - -
(35,71)
11/2¢

TGF-p1 - - - - 0,0321 - - - -
(39,29)
1472¢

TGF-p2 0,0136 0,0500 -  0,0257 - - - - 0,0111
(50)
5/2¢

TGF-B3 0,0014 - - - 0,0002 - - 0,0111 -
(17,86)
28128

TOTAL

(100)
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Tabelas do Nivel de SignificAncia Estatistica (p&,005) das Citocinas Expressas pelas
Pacientes Controles e aquelas com Diferentes Grads Leséo

Tabela 3: Comparacao entre as Citocinas Expres$as pacientes do Grupo HSIL

Significancia p<0,05

TGF- TGF-  TGF-
Amostras/ HSIL IL-2 IL-12 TNF-a  IFN-y IL-10 IL-4
. Bl B2 B3
Citocinas (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
(%) (%) (%)
14/5: <0,00(
IL-2 - - 0,0095 - - 0,0267 0,0016 -
(26,42) 1
22/5:
IL-12 - - 0,0095 0,0025 0,0008 - - - -
(41,51)
27/5: <0,00(
TNF-a. 0,0095 0,0095 - 0,0162  0,0095 - - 0,0296
(50,94) 1
8/53 <0,00( <0,00( <0,00(
IFN-vy - - - - 0,0004 -
(15,1) 1 1 1
39/5:  <0,00( <0,00(
IL-10 0,0008 0,0162 - - 0,0054 - <0,0001
(73,58) 1
14/52 <0,00(
IL-4 - - 0,0095 - - 0,0267 0,0016 -
(26,42) 1
25/5:
TGF-B1 0,0267 - - 0,0004 0,0054 0,0267 - - -
(47,17)
30/5: <0,00(
TGF-B2 0,0016 - - - 0,0016 - - 0,0061
(56,60) 1
16/5: <0,00(
TGF-B3 - - 0,0296 - - 0,0061 -
(30,19) 1
53/53
TOTAL

(100)
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Tabelas do Nivel de SignificAncia Estatistica (p&,005) das Citocinas Expressas pelas
Pacientes Controles e aquelas com Diferentes Grads Leséo

Tabela 4: Comparacao entre as Citocinas Expres$as pacientes do Grupo Invasivo

Significancia p<0,05
TGF- TGF-  TGF-
Amostras/ Invasivo  IL-2 IL-12 TNF-a  IFN-y IL-10 IL-4 1 ) 3
Citocinas (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) B B B
(%) (%) (%)

4/2k

IL-2 - - - - 0,0002 - 0,0153 0,0002  0,0032
(16)
5/2&

IL-12 - - - - <0,0001 - 0,0366 0,0006 0,0087
(20)
3/2¢

TNF-a (12) - - - - <0,0001 - 0,0055 <0,0001 0,0010
7125

IFN-vy - - - - <0,0001 - - 0,0040  0,0449
(28)
23/2¢

IL-10 ©2) 0,0002 <0,0001 <0,0001 <0,0001 - <0,0001 0,0007 33®0 0,0037
6/28

IL-4 - - - - <0,0001 - 0,0007 0,0018 0,0209
(24)
12/2¢

TGF-B1 48) 0,0153 0,0366  0,0005 - 0,0007  0,0007 - - -
17/2¢

TGF-B2 (69) 0,0002 0,0006 <0,0001 0,0040 0,0339 0,0018 - - -
14/2¢

TGF-B3 (56) 0,0032 0,0087 0,0010 0,0449 0,0037 0,0209 - - -
25/2¢

TOTAL

(100)
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ANEXO 6

Tabelas do Nivel de Significancia Estatistica dasitGcinas Expressas pelas Pacientes
Controles e aquelas com Diferentes Graus de Lesao

Tabela 1: Comparacao estatistica das citocinagss@s entre o grupo LSIL e HSIL.

Amostras/

Citocinas LSIL(%) HSIL(%) *p <_ 0,05
IL-2 3/28 (10,71) 14/53 (26,42) 0,0989
IL-12 7/28 (25) 22/53 (41,51) 0,1405

TNF-a, 9/28 (32,14) 27153 (50,94) 0,1053
IFN-y 6/28 (21,43) 8/53 (15,1) 0,4733
IL-4 10/28 (35,71) 14/53 (26,42) 0,3834
IL-10 19/28 (67,86) 39/53 (73,58) 0,5866

TGF - B1 11/28 (39,29) 25/53 (47,17) 0,4971

TGF - B2 14/28 (50) 30/53 (56,60) 0,5704

TGF - B3 5 /28 (17,86) 16/53 (30,19) 0,2284

Tabela 2: Comparacao estatistica das citocinagss@s entre o grupo LSIL e Invasivo

Amostras/

Citocinas LSIL(%) INVASIVO(%) *p <_ 0,05
IL-2 3/28 (10,71) 4/25 (16) 0,5705
IL-12 7/28 (25) 5125 (20) 0,6642

TNF-a, 9/28 (32,14) 3/25 (12) 0,0803
IFN-y 6/28 (21,43) 7125 (28) 0,5788
IL-4 10/28 (35,71) 23/25 (92) 0,3537
IL-10 19/28 (67,86) 6/25 (24) 0,0305

TGF - B1 11/28 (39,29) 12/25 (48) 0,5228

TGF - B2 14/28 (50) 17125 (68) 0,1843

TGF - B3 5 /28 (17,86) 14/25 (56) 0,0038
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Tabela 3: Comparacao estatistica das citocinagees@s entre o grupo LSIL e Controle

Amostras/
o LSIL(%) CONTROLE (%) *p <_ 0,05
Citocinas
IL-2 3/28 (10,71) 6/20 (30) 0,0915
IL-12 7/28 (25) 12/20 (60) 0,0145
TNF-a 9/28 (32,14) 14/20 (70) 0,0096
IFN-y 6/28 (21,43) 1/20 (5) 0,1119
IL-4 10/28 (35,71) 2/20 (10) 0,0425
IL-10 19/28 (67,86) 17/20 (85) 0,1763
TGF - B1 11/28 (39,29) 0/20 (0) 0,0014
TGF - B2 14/28 (50) 2/20 (10) 0,0038
TGF - B3 5/28 (17,86) 0/20 (0) 0,4590

Tabela 4. Comparacao estatistica das citocinages@s entre o grupo HSIL e Invasivo

Amostras/

Citocinas HSIL (%) INVASIVO (%) *p <_0,05
IL-2 14/53 (26,42) 4125 (16) 0,3083
IL-12 22/53 (41,51) 5/25 (20) 0,0624

TNF-a 27/53 (50,94) 3/25 (12) 0,0010
IFN-y 8/53 (15,1) 7125 (28) 0,1771
L-4 14/53 (26,42) 23/25 (92) 0,8197
IL-10 39/53 (73,58) 6/25 (24) 0,0602

TGF - B1 25/53 (47,17) 12/25 (48) 0,9454

TGE - p2 30/53 (56,60) 17125 (68) 0,3371

16/53 (30,19) 14/25 (56) 0,0288

TGF - B3




121

ANEXO 6

Tabela 5: Comparacao estatistica das citocinagss@s entre o grupo HSIL e Controle

Amostras/

Citodinas HSIL (%) CONTROLE (%) *p <_ 0,05
IL-2 14/53 (26,42) 6/20 (30) 0,7594
IL-12 22/53 (41,51) 12/20 (60) 0,1578

TNF-a 27153 (50,94) 14/20 (70) 0,1433
IFN-y 8/53 (15,1) 1/20 (5) 0,2420
IL-4 14/53 (26,42) 2/20 (10) 0,1305
IL-10 39/53 (73,58) 17/20 (85) 0,3034

TGF - B1 25/53 (47,17) 0/20 (0) 0,0002

TGF - B2 30/53 (56,60) 2/20 (10) 0,0003

TGF - B3 16/53 (30,19) 0/20 (0) 0,0054

Tabela 6: Comparacao estatistica das citocinagss@s entre o grupo Invasivo e Controle

Amostras/

Citocinas INVASIVO (%) CONTROLE (%) *p <_ 0,05
IL-2 4/25 (16) 6/20 (30) 0,2617
IL-12 5/25 (20) 12/20 (60) 0,0060

TNF-a 3/25 (12) 14/20 (70) <0,0001
IFN-y 7125 (28) 1/20 (5) 0,0449
IL-4 23/25 (92) 2/20 (10) 0,2222
IL-10 6/25 (24) 17/20 (85) 0,4578

TGF - B1 12/25 (48) 0/20 (0) 0,0003

TGF - B2 17/25 (68) 2/20 (10) <0,0001

TGF - B3 14725 (56) 0/20 (0) <0,0001




